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La presente invention conceme un proc&Je d* identification de composes peptidiques derives d*hsp70, qui presentent au moins 
une mutation par rapport a la sequence naturelle d"hsp70, lesdits composes entrainant une reponse T speiifique des tumeurs, ainsi que 
les composes peptidiques susceptibles d'etre obtenus par ledit proe6de\ L' invention porte 6galement sur r utilisation desdits compos6s 
peptidiques pour effectuer une immunisation rtpe'tee chez un individu de sorte a rompre la tolerance immunitaire pour le peptide naturel 
(non mute) correspondant. Les compos6s peptidiques sont utiles pour la fabrication d'un medicament destine* en particulier au traitement 
du cancer eventuellement en association avec tout agent provoquant un stress des cellules tumorales. 



UNIQUEMENT A TITRE D'INFORMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
intemationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanie 


ES 


Espagne 


LS 


Lesotho 


SI 


Sloven ie 


AM 


Arm erne 


FI 


Finlande 


LT 


Lituanie 


SK 


Slovaquie 


AT 


Autrichc 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Australte 


GA 


Gabon 


LV 


Lettonie 


sz 


Swaziland 


AZ 


Azerbaijan 


GB 


Royaume-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosnic-Hcrzdgovinc 


GE 


Georgie 


MD 


Republique de Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Barbade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgique 


GN 


Guin6e 


MK 


Ex -Republ tque yougos lave 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Grece 




de Mactfdoine 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgarie 


HU 


Hongrie 


ML 


Mali 


TT 


Trinite-et-Tobago 


BJ 


B6nm 


IE 


Irlande 


MN • 


Mongolie 


UA 


Ukraine 


BR 


Bresil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritanie 


UG 


Ouganda 


BY 


Belarus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Etats- Un is d'Amenque 


CA 


Canada 


IT 


Italie 


MX 


Mexique 


uz 


O Uzbekistan 


CF 


Republique centrafricaine 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Bas 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Norvege 


zw 


Zimbabwe 


Ci 


Cdte d'lvoire 


KP 


Republique populairc 


NZ 


Nouvelle-Zeiande 






CM 


Camcroun 




d^mocratique de Coree 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


Republique de Core*e 


PT 


Portugal 






CO 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Roumanie 






cz 


Republique tcheque 


LC 


Sainte-Lucie 


RU 


F£d6ratk>n de Russie 






DE 


Allemagne 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Suede 






EE 


Estonie 


LR 


Li ben a 


SG 


Singapour 







COMPOSES PEPTIDIQUES MUTES, DERIVES DE Iisp70, 
UTILES DANS L'IMMUNOTHERAPIE DU CANCER. 



La prcscnlc invention conccrnc un procedc d'identification dc composes peptidiques 
derives d'hsp70, qui prescntcnt au moins unc mutation ou unc alteration par rapport a la 
sequence naturellc d'hsp70, lesdits composes entraTnant unc rcponse T specifique des 
tumeurs, ainsi que les composes peptidiques susceptibles d'etre obtenus par ledit 
procedc. L'invention porte egalement sur I'utilisation de ces composes peptidiques pour 
eftectuer une immunisation repetee chez un individu de sorte a rompre la tolerance 
immunitaire pour le peptide naturel (non mute) correspondant. Les composes 
peptidiques sont utiles pour la fabrication d'un medicament destine en particulier au 
traitement du cancer eventuellement en association avec tout agent provoquant un stress 
des cellules tumorales. 

Depuis longtemps, les chercheurs ont tente de trouver des mecanismcs pour stimuler Ic 
rejet immunitaire des tumeurs en partant dc I'hypothese que des antigenes, pouvant 
servir de cibles, sont exprimes a la surface des cellules canccreuscs. L'cquilibre dciicat 
entre la croissance et la regression des tumeurs a fait l'objet de multiples theories, 
notamment en ce qui concerne le role du systemc immunitaire. L'immunosurvcil lance 
est unc theorie seduisante selon laquelle que les tumeurs sont detruites au tout premier 
stade de leur developpement par les mecanismes des defenses immunitaires. Par 
exemple, l'observation que de nombreuses tumeurs sont infiltrees par des cellules 
lymphoi'des semble etre un signe de pronostique favorable. 

Cependant, 1' incidence des cancers chez des individus immunodeficients n'est pas 
significativement superieure a la population gencralc. Cc fait a etc correlc par des 
experiences realisces sur des souris immunodcficientes (nude mice). En effct, ces souns 
elcvecs en conditions steriles, ne dcveloppent pas plus dc tumeurs que les souris dc 
genotype sauvage. Ainsi, il est communcment admis aujourd'hui que le risque tres 
legerement accru d'apparition de cancers chez les individus immunodeficients est 
directement correle avec I'incidence des infections virales (virus oncogenes). Cela 



suggcrc que la reponse immunitaire interviendrait en limitant la dissemination de vims 
et en reconnaissant les cellules canccrcuscs porteuscs d'antigenes viraux. Lors qu'un 
vims oncogene integrc Ic genome dc la cellule hole, il y a expression par lesdites 
cellules dc proteines modificcs qui sont susccptiblcs dc constilucr des ciblcs 
antigeniques. 

Mais en cc qui concerne les tumeurs d'originc non viralc, Ic problcmc majcur pour les 
defenses immunitaires provient du fait qu'ils n'existent pas dc flagrantes differences 
antigeniques avec les cellules normales. C'est pourquoi ces tumeurs echapperaient dans 
une certaine mesure a rimmunosurveillance. Certains antigenes specifiquement 
exprimes par des tumeurs non virales ont ete mis en evidence. Par exemple, la proteine 
CALL A (Common Accute Lymphoblastic Leukemia Antigen), normalement exprimee 
dans les cellules hematopoietique et reprimee dans les lymphocytes B matures normaux, 
se retrouve surexprimee dans les lymphoblastes. Done, les proteines antigeniques des 
tumeurs ne sont pas etrangeres a I'organisme et sont naturellement presentes dans 
certaines cellules normales. 

Ainsi, ce qui distingue les proteines antigeniques, et ce qui est susceptible d'etre 
rcconnu par les defenses immunitaires, est une mutation, une alteration (par cxcmplc 
une modification post traductionelle d'un acide amine) ou une distribution differentiellc 
ou encore une surexpression. II est clair que la reconnaissance desdites proteines par les 
lymphocytes est reduite du fait de leur presence intrinseque dans les cellules normales 
(selection clonale negative). L'homme du metier doit done resoudre ce probleme afin de 
trouver un mecanisme d'activation efficace des defenses immunitaires vis-a-vis des 
cellules cancereuses. Le defi est d'autant plus grand que la concentration des antigenes 
est faible et que leur presentation par les molecules du CMH est parfois inadequate. 

L'objectif est done d' identifier des peptides antigeniques specifiques des tumeurs qui 
doivent etrc capables de stimuler efficacement les defenses immunitaires in vivo, en 
particulicr les lymphocytes T cytotoxiqucs. Ces peptides pcuvent servir dc vaccin 
comprenant en option des co-stimulateurs tels que des cytokines et des lymphokines. 



Farace et al, (1997), a demontre que I'induction de la reponse inflammatoire dans 
rhypcrsensibilite de type retarde et au site du vaccin chez un patient immunise, provient 
du rccrulcmcnt dc settlement quclqucs clones de cellules T. Ccs cellules correspondent 
aux lymphocytes infiltrcs a rintericur d'unc tumcur et deja amplifies avant 
immunisation. Ainsi, les antigencs des tumcurs peuvent etrc utilises pour recrutcr el 
amplifier localcment les lymphocytes T specifiques des tumcurs. Les cellules activees in 
vivo peuvent etre d'avantage amplifies par Fadministration d'IL-2. En eflct, Kumar A. 
et al (1996), a montre que factivite des clones des cellules T est induite dans le sang, et 
dans les tumeurs, des patients recevant l'IL-2. 

II a etc difficile d'isoler et d'amplifier les clones des Lymphocytes T cytotoxiques (CTL) 
specifiques des cellules du carcinome du rein, Bernhard et al, (1994), et Brouwenstijn et 
al, (1996). Cette difficulte provient du defaut de proliferation des lymphocytes infiltres 
dans une tumeur (TIL), particulierement dans les cellules du carcinome du rein (RCC), 
Alexander et al, (1993). Cependant certains resultats indiquent que les RCC pourraicnt 
etre immunogeniques in vitro car ces tumeurs sont souvent largement infiltrees par les 
lymphocytes T, en particulier par les lymphocytes TCR ct/p* DR* Thl- polarises, 
Angevin et al, (1997), et a cause du taux de reponse rclativemcnt eleve (15 a 20%) a 
certains protocoles d'immunothcrapie, Rosenberg et al, (1992). 

Un antigene, reconnu par des CTL autologues du RCC, a ete identifie par Gaugler et al, 
(1996). Cet antigene est code par un gene, appele RAGE 1, qui est exprime dans de 
nombreuses tumeurs mais qui est absent des tissus adultes normaux, sauf ceux de la 
retine. 11 est clair que Tutilisation de RAGE 1 pour Timmunotherapie du cancer presente 
des problemes car cela pourrait generer des reactions de rejet auto-immunitaires de la 
retine. Des preparations, comportant 1'association hsp-peptide isolee a partir de cellules 
cancereuses ou de cellules infectees par des virus, conferent une protection immunitaire 
vis-a-vis des tumeurs et des cellules infectees, Blachere et al, (1997). D'autres 
documents, tcls que WO 97/10001, WO 97/06828, WO 97/26910, Tamura et al, (1993) 
et (1997), conccrnent le traitemcnt de cellules neoplastiques par des complexes hsp70- 
peptides derives de cellules cancereuses. Ces document de fart anterieur decrivent la 
capacite d'hsp70 a absorber comme une eponge les peptides des cellules. L'isoiement 
d'hsp70 provenant de cellules cancereuses permet d'identifier de multiples fragments 



proteiques de tumeurs qui peuvent potentiellement etre antigeniqucs. 11 a maintcnant etc 
trouve qu'il existe des mutations ou des alterations dans la proteine hsp70 cxprimce 
dans Ics tumeurs, ct que dc tcllcs mutations ou alterations s'avcrcm etre immunogencs. 
Sachant qiThsp70 pcut etre surcxprimec dans les tumeurs, lesdits peptides soot utiles 
pour induire une rupture de tolerance contre hsp70. 

Ainsi, aucun document dc Part antericur nc divulgue, ni nc suggerc la presente 
invention telle que definie ci-dessous. 



Description dc ['invention 

10 

La presente invention concerne un procede d'identification de composes peptidiques 
derives d'hsp70, qui presentent au moins une mutation ou une alteration par rapport a la 
sequence naturelle d'hsp70, lesdits composes entrainant une reponse T specifique des 
tumeurs, comprenant les etapes suivantes : 
15 a) Amplification PCR d'un fragment d'ADN codant pour hsp70 obtenu a partir d'une 
ou de plusieurs tumeur(s), 

b) clonage de TADN obtenu a Tetape a) dans un vecteur capable de se repliqucr dans 
une bacterie, 

c) sequcngage dudit fragment dans chaque colonic bactcriennc obtcnuc aprcs culture des 
20 bacteries de Tetape b) et identification de la ou des mutation(s) dans hsp70. 

d) determination de Timmunogenicite des fragments peptidiques mutes parmi ceux 
identifies a Tetape c). Avantageusement, Tetape d) consiste en un test Elispot. II est 
possible de tester simplement Timmunogenicite des fragments peptidiques qui 
possedent une sequence d'ancrage pour une molecule HLA donnee (voir ci-dessous 

25 procede de « reverse immunology))). 

Les fragments peptidiques a tester a Tetape d) peuvent aisement etre obtenus par 
synthese chimiquc a partir des connaissances gcncrales dans 1c domaine technique. 
On entend par « hsp70 » dans le cadre dc Tinvcntion aussi bien hsp70-l que hsp70-2. 
Lc test Elispot est largement decrit dans les documents de la technique anterieurc. Par 

M) exemplc, Herr et al, (1998) concerne une methode Elispot pour detecter ct quantifier des 
lymphocytes T CD8 + secretant du TNF- a. En resume, des plaques MultiScreen-HA 
(Millipore, Bedford, MA) sont recouvertes avec un anticorps anti-TNF- a (clone 195 ; 



Boehringer Mannheim) ct des lymphocytes T CDS + sont ajoutes cn presence dc 
peptides antigeniqucs. Le TNTF- a secrete est detcctc avec un aniicorps anti-TNF- a dc 
lapin (Scrotcc, Oxford, UK), un aniicorps anti-IgG dc lapin couple avee dc la biotinc 
(Boehringer Mannheim) ct 1c complcxc biotinc-avidinc-pcroxidasc (Vector, 
Burlingamc. CA). Lc nombrc ct la surface des zones ou la cytokine est prcscnlc sont 
determines automatiqucment par ordinateur, (Herr et al, 1997). D'autrcs documents tels 
que Herr et al, (1996) section matcriels ct mcthodes paragraphc 2 pages 132 a 135. el 
Scheibenbogen et al, (1997) page 933 decrivent cette methode et sont egalement 
incorpores dans la description par reference. 

L' invention porte egalement sur un procede de mise en evidence de mutations ou 
d'alterations ponctuelles artificielles susceptibles d'augmenter I'immunogenicite des 
composes peptidiques mutes derives d*hsp70 caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides amines 
comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 

b) introduction d'une mutation ou d'une alteration ponctuelle supplemental au niveau 
des residus 4, 5, 6, 7 ou 8, 

c) determination de 1'immunogenicite des fragments peptidiques obtcnus a I'etapc b). 
Dc preference, I'etape c) consiste en un test Elispot. 

Ce procede est bien connu par l'homme du metier. On peut notamment incorporc par 
reference dans la description les enseignements qui se trouvent a l'adresse 
internet suivante: 

www.bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla bind/ 

Ce procede permet de determiner toute mutation ou alteration ponctuelle artificielle 
(non presente dans les tumeurs humaines) qui serait susceptible d'ameliorer lc principe 
actif (le peptide mute immunogene) en employant la methode dite de «reverse 
immunology ». A partir de la connaissancc dc la sequence en acides amines d'une 
proteinc, telle que hsp70, il. est possible dc predirc quels sont les peptides pouvant sc licr 
a une pochc HLA quelle que soit sa specificitc (HLA-A2, HLA-A1, HLA-B7.. .), puis 
de tester ces peptides in. vitro pour leur capacite a se Her effectivement a Tallele HLA 
considere, puis a introduire une mutation ou une alteration ponctuelle sur les acides 



amines sur certaines positions critiques pour I'afTinite. Le programme informatique 
B1MAS pcrmet d'obtenir une telle prediction. Les regies generates concernant les acidcs 
amines impliqucs dans I'ancragc aux molecules HLA sont presentees dans Parker ct al. 
(1992 el 1994) ct Rammcnscc ct al, (1995). Ccs informations sonl incorporccs par 
5 reference dans la description. Bicn cntendu, le procede scion I'invention nc sc limile pas 
a I' utilisation du programme BIMAS, ct pcut ctrc mis cn ccuvre avee tout programme 
equivalent. 

Un autre aspect de I'invention concerne un compose peptidique susceptible d'etre 
10 obtenu a partir d'un procede decrit ci-dessus. Ce compose se caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence d'au moins 8 acides amines consecutifs d'hsp70, en ce qu'il 
presente au moins une mutation ou une alteration par rapport a la sequence naturelle 
d'hsp70, et ce qu'il entraTne une reponse T specifique. 

Un aspect particulier porte sur un compose peptidique ayant au moins 80 % 
15 d'homologie avec les acides amines entre les positions 286 et 294 d'hsp70. 

De preference, l'acide amine a la position 293 est Pisoleucine, la leucine, la valine, 
I'alanine, la glycine, ou la phenylalanine, plus particulicrement I'isoleucinc. Les 
composes peptidiqucs prefcres de I'invention ont au moins une des sequences 
suivantes : 

20 - SEQ ID n°l : M 6.SLFEGIDIY.i 9 4 

- SEQ ID n°2 : 2 « f ,SLFEGIDIYT. 29 j. 

Lesdits composes peuvent egalement comporter des acides amines non naturels qui 
peuvent etre equivalents ou non aux acides amines naturels. 



25 



On entend par « compose peptidique » une entite constitue au minimum par un 
fragment peptidique d'hsp70 tel que defini ci-dessus ou par une succession desdits 
fragments peptidiques, et ayant eventuellement un ou plusicurs autres elements 
differents des acides amines naturels ou non naturels. Ces elements ont pour but de 
30 proteger chimiquement ou physiquemcnt lesdits fragments peptidiqucs, ct/ou dc 
favoriser leur absorption par I'organismc, et/ou leur administration, et/ou leur 
biodisponibilite. Par exemple, cette protection permet aux peptides d'atteindre leurs 
cibles sans subir Taction de diverses proteases presentes dans I'organisme. De telles 



modifications chimiques peuvent egaiement augmentcr Tafilnite d'un peptide 
antigenique pour les molecules HLA-A2 ct permettrc une efllcacitc accrue du vaccin in 
vivo, Rosenberg ct al, (1998). 
Lcsdils elements peuvent etre par cxcmplc: 

- Des groupes chimiques protecteurs connus par Phommc du metier reagissant aux 
cxtrcmitcs NH2 ct/ou COOH d'un peptide, cctte modification ne baissant pas 
significativcmcnl le caractere immunogenique du peptide. 

- Des groupes chimiques ameliorant PefYicacite du vaccin in vivo. 

- Des lipides ou des acides gras que Ton attache de fapon covalente aux fragments 
peptidiques pour former des composes peptidiques appeles lipopeptides. L'acide 
palmitoique en est un exemple parmi d'autres, Vitiello et al, (1995), incorpore dans 
la description par reference, 

- Une proteine porteuse desdits fragments peptidiques possedant des sites de 
restriction et permettant Pacheminement des fragments peptidiques intactes jusqu'a 
leurs sites d'action dans Porganisme. 

Un deuxieme aspect de P invention concerne les fragments d'ADN codant pour les 
fragments peptidiques ci-dessus mcntionnes. On entend par « fragments d'ADN » des 
fragments simples brins, double brins, d'ADN, d'ADNc et/ou d'ARN, La sequence 
nucleotidique correspondant a la sequence d'acides amines desdits fragments 
peptidiques peut varier de maniere a comprendre tous les differcnts codons possibles 
pour un acide amine donne selon le principe de la degenerescence du code genetique. 
La presente invention a egaiement pour objet un vecteur depression d'un fragment 
peptidique contenant un fragment d'ADN ci-dessus mentionne, fiisionne a un promoteur 
fort et efficace dans les cellules eucaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en 
particulier dans les cellules humaines. Le vecteur peut etre viral, plasmidique, ou un 
pseudo-vecteur et peut comporter des marqueurs de selection et exprimer des adjuvants 
immunologiqucs tels que des cytokines et/ou des lymphokines. 

L' invention concerne egaiement des cellules dendritiques chargees en composes 
peptidiques, et des cellules dendritiques transformees par le vecteur d'expression 
cxprimant les fragments peptidiques. Ces cellules peuvent etre aussi des macrophages. 
Nestle et al, (1998), decrit une methode de vaccination qui consiste a charger les 
cellules dendritiques prises a un patient par des peptides antigeniques (en culture in 



1 



vitro), et les injccter dans le systemc lymphatique de ce mcnic patient. Cctte publication 
est incorporee dans la description par reference. 

Un autre aspect dc rinvention a pour objet une composition pharniaccutiquc 
5 coinprenanl un compose peptidique ou un melange dc composes peptidiques scion 
rinvention ct un vehicule pharmaccutiquement acceptable. Cctte composition pcut 
comporter en outre un ou plusieurs adjuvants immunologiqucs, notamment des factcurs 
cytotoxiques des tumeurs. 

L' invention porte aussi sur une composition pharmaceutique comprenant un vecteur 
10 depression tel qui mentionne ci-dessus et un vehicule pharmaceutiquement acceptable 
ou un fragment d'ADN selon rinvention ou bien encore les cellules indiquees ci-dessus 
et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Un aspect supplemental de rinvention concerne un produit de combinaison 
15 comprenant au moins un compose peptidique selon rinvention et au moins un agent 
induisant un stress cellulaire pour une utilisation simultanee, scparee ou etalee dans le 
temps destine au traitement du cancer. De preference, ledit agent peut etre susceptible 
d'induire une surexpression des proteines de chocs thermiques, en particulier hsp70. 
Avantageusement, cet agent est un inducteur de rapoptose, selectionne notamment 
20 parmi les agents qui endommagent l'ADN, les ligands du rccepteur aux 
glucocorticoides, ou parmi les seconds messagers pro-apoptotiques. 
Le produit de combinaison peut comprendre un vecteur viral qui possede un gene qui 
code pour une enzyme permettant d'activer lesdits agents pro-apoptotique, notamment 
la thymidine kinase. 

25 

On designe par « agent induisant un stress cellulaire » tout agent susceptible d'induire 
une surexpression des proteines de chocs thermiques, en particulier hsp70. Ces agents 
pcuvent ctrc notamment des inducteur dc rapoptose. On entend par « agent inducteur dc 
rapoptose » toutc substance qui directement ou indirectement afiectc la viabilitc d'une 
30 cellule. 



Ledit agent inducteur de Papoptose dc la presentc invention peut etrc selectionne 
notamnvent parmi les agents qui cndommagent PADN, ics ligands du rcceptcur aux 
glucocorticoi'des, ou parmi Ics seconds nicssagcrs pro-apoplotiqucs. 
Ccs agents pcuvent ctrc sclcctionnes de preference parmi ccux couramment employes 
5 dans Ic traitcmcnt du cancer. Ainsi, ledit second messager pro-apoptotiquc est 
notammcnt selectionne parmi les composes suivants : 

- Les derives des glucocorticotdes, 

- parmi les agents alkylants tels que les moutardes a P azote, par exemple la 
cyclophosphamide, 

in - les complexes de Platine, par exemple la cisplatine, 

- les derives de Pethylene-imine, de dimethane sulfonoxy-alkanes, 

- les derives de la piperazine, 

- parmi les inhibiteurs des topoisomerases tels que les inhibiteurs de la topoisomerasc 2, 
par exemple les anthracyclines, Pepipodophyllotoxine tel que Petoposide, les 

15 inhibiteurs de la topoisomerase 1, par exemple les derives de la camptothecine, 

- parmi les antimetabolites tels que les antifolates, par exemple le methotrexate, les 
antipurines, par exemple la 6-mercaptopurine, les antipyrimidiques, par exemple la 5- 
fluorouracile, 

- parmi les antimitotiques tels que les vinca-alcaloides, Ics taxoi'des tel que le taxoterc, 
20 - et parmi les cytolytiques divers tels que la bleomycine, la dacarbazinc, 

Thydroxycarbamide, V asparaginase, la mitoguazonc, la plicamycine. 

Ces agents antineoplastiques sont decrits dans Actualite Pharmaceutiques n°302 (Oct 

1992) pages 38 a 39 et 41 a 43 incorporees dans la description par reference. 

25 On peut egalement choisir ledit agent inducteur de Tapoptose parmi les radiations 
gamma utilisees en radiotherapie, Petoposide, la doxorubicine, la dexamethasonc, la 
ceramide telle que la ceramide C8, la lonidamine. Certains desdits agents anticancercux, 
sont plus particulierement decrits dans US 5,260,327 qui concerne Tutilisation dc la 
lonidamine pour traiter les metastases, dans JO 5017353 qui portc Tutilisation dc la 

30 lonidamine en association avec d'autres agents anticancereux, et dans EP 291 151, qui 
decrit Tutilisation des derives de la phlorizine. Ces documents sont incorpores dans la 
description par reference. 



Lc produit selon la presente invention pent egalcmcnt comprendrc un vccteur viral qui 
possedc un gene qui code pour un enzyme qui pcrmct d'activcr les composes ct/ou les 
agents susmcnlionncs, par cxcmplc la thymidine kinase. Dc nombrcux brevets portant 
5 sur I'utilisation dc genes suicides actives dans des tissus specifiques, en particulier pour 
sensibiliscr les cellules canccreuscs aux analogues dc nucleotides. Parmi ces documents, 
incorpores dans la description par reference, on trouve : EP 494776, EP 690129, EP 
657540, et EP 657541 qui concernent notamment la fabrication d'un medicament 
comprenant un vecteur qui possede un gene capable de catalyser le passage d'une pro- 
10 drogue en substance active. Plus particulierement, EP 657539 a pour objet ['utilisation 
du gene de la thymidine kinase avec une specificite cellulaires pour le traitement du 
cancer. 

Dans un autre mode de mise en ceuvre, P agent induisant un stress cellulaire est 
\5 selectionne parmi les composes induisant une hypoxie des tumeurs, notamment parmi 

les inhibiteurs de Tangiogenese. On peut notamment citer Tendostatine et I'angiostatine 

decrites par J. Folkman, les thrombospondine-1 et -2 (TSP-I, -2) Locopo et al (1998) ; 

les facteurs IFN gamma, TNFalpha, et lL-lalpha , Maicr et al (1999), U-995, un 

inhibiteur derive du cartilage de requin, Sheu et al (1998). Ces publications, la revue sur 
20 les inhibiteurs naturels, Paper et al (1998), et la revue generate sur les differents 

inhibiteurs connus, Harris et al (1998) sont incorporees par reference dans la 

description. 

La composition pharmaceutique ou le produit de combinaison selon Tinvention peut 
25 comporter en outre un ou plusieurs adjuvents immunologiques, notamment des agents 
cytotoxiques des tumeurs. Ces produits peuvent comporter un vehicule pharmaceutique 
compatible avec une administration IV, subcutanee, oralc, ou nasale, dc preference 
selectionne parmi les liposomes, les nano-particules, ou les emulsions lipidiques, 
charges posit ivement ou negativement. 

30 

La presente invention concerne egalement Tutilisation d'un compose peptidique selon 
Tune des revendications 7 a 1 1 pour la fabrication d'un medicament, notamment destine 



au traitement du cancer, en particulier des tumeurs solides, notammcnt des carcinomes. 
des melanbmes, des neuroblastomes, des cancers du con ct de la tetc, de preference des 
carcinomcs du rein. Cc medicament pcut ctrc destine a unc immunisation ex situ ou in 
situ. L'invcntion portc aussi sur ('utilisation dudit compose peptidique pour augmcntcr 
en milieu de culture la population des CTL des tumeurs ct/ou induirc la secretion par 
lesdits CTL de factcurs cytotoxiques tcls que par excmplc 1L-2, IFN-y et TNF et/ou 
pour stimuler les defenses immunitaircs, en particulicr pour augmcntcr la population des 
CTL des tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels 
que par exemple IL-2, IFN-y et TNF. 

Bien entendu, on peut utiliser les compositions et produits de ('invention en 
combinaison avec la radiotherapie. 

Avantageusement, on put mettre a profit les compositions et produits de Pinvention 
pour effectuer une immunisation repetee en vue de provoquer une rupture de tolerance 
contre le peptide naturel correspondant (non mute) chez un patient. En efTet, sachant 
que hsp70 est ou peut etre surexprimee dans les tumeurs, il est tout a fait interessant de 
pouvoir immuniser les patients contre cette proteine. Une immunisation avec les 
peptides mutes de cette proteine est susceptible de rompre la tolerance du systcme 
immunitaire des patients vis-a-vis de hsp70, et des lors de stimuler specifiquement les 
lymphocytes T cytotoxiques et helper contre les cellules cancereuses quelquc soit le 
type de cancer ou de patient. 

Un aspect complementaire de 1'invention porte sur un procede de production d'un 
anticorps qui se lie a un mutant d'hsp70, en particulier au mutant hsp70-2 1-293, 
comprenant les etapes consist ant a : 

a) Immuniser un mammifere avec un compose peptidique selon Pinvention, 

b) isoler un anticorps monoclonal qui se lie a hsp70-2-293, particulierement a hsp70-2 
1-293, dans un essai immunologique. 

La presentc invention comprend aussi un anticorps monoclonal qui se lie a hsp70-2-293, 
particulierement a hsp70-2 1-293 ct un procede de detection dc la mutation ou de 
Taiteration d*hsp70-2-293, en particulier de la mutation ou dc Talteration hsp70-2 1- 
293, dont les etapes consistent a : 



a) Mettre en contact un echantillon prcleve chez un individu avcc un ledil amicorps 
monoclonal, 

b) pcrmcttrc la formation du complexc anticorps- hsp70-2-293, 

c) dctcctcr hsp70-2-293 au moycn d'un marqucur detectable dans Ic complexc ou qui 
se lie au complexc. 

Dans un mode supplemental de realisation, la presente invention concerne unc trousse 
dc diagnostic comportant notammcnt un ou plusieurs desdits anticorps. Cctic trousse 
peut notammcnt servir pour la detection du cancer ct pour le pronostiquc du cancer 
declare chez un individu. Enfin, I'invention a cgalement pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant un ou plusieurs desdits anticorps monoclonaux et un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. La presente invention concerne, au meme 
titre, Tutilisation de la composition pharmaceutique susmentionnee en medecine, pour 
la fabrication d'un medicament, notamment pour le traitement du cancer, en particulier 
pour le traitement des tumeurs solides, avantageusement des carcinomes, des 
melanomes, des neuroblastomes, des cancers du cou et de la tete, de preference des 
carcinomes du rein. 

Description dctaillcc dc rinvention. 

L'objet de presente invention permet done de stimuler les defenses immunitaircs en 
augmentant la population des CTL specifiques des tumeurs et en induisant la secretion 
par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques. Une telle amplification des CTL specifiques 
revient a entrainer et a agrandir une veritable armee de cellules qui detruisent les 
tumeurs. En effet, les Lymphocytes T cytotoxiques jouent un role particulier dans la 
reconnaissance des antigenes et s'infiltrent a I'interieur meme des tumeurs solides. 
L'activite des CTL consiste a reconnaitre 1'antigene associe aux molecules de classe 1 
du CMH syngenique. Les CTL ct la cellule ciblc formcnt alors unc liaison par 
l'association TCR-CD8 au CMH I. 

Les etapes du mecanisme dc la cytotoxicite sont les suivantes : 

- Reconnaissance, liaison hautement specifique, ct formation du complexc ternairc 
TCR-CD8-MCHI(peptide antigenique). 



Secretion par les CTL de la perforine et des diftcrcntcs enzymes en direction de la 
membrane de la cellule cible. 

Formation de canaux dans la membrane de la cellule cible par polymerisation dc la 
perforine par unc enzyme en presence de calcium (canaux polypcrforincs). 
5 - Passage dc proteases et de toxincs a travcrs les canaux ct action a I'intcricur dc la 
cellule cible. 

D'autrcs facteurs toxiqucs tels que lc TNF-a, la lymphotoxine (TNF-p), et 1'IFN-y 
liberes par les CTL se fixent sur des recepteurs specifiques dc la membrane de la 
cellule cible. On observe alors une apoptose, caracterisee par la fragmentation de 
10 l'ADN, par des bourgeonnements de la membrane cytoplasmique, par la 

disintegration de la cellule en petits fragments (corps apoptotiques). 

Un objet de Finvention est done de fournir a Forganisme des quantites sufTisantes de 
peptides a fort potentiel immunogenique et specifiques des tumeurs. De tels fragments 

15 peptidiques sont tres rares, dilues parmi une infinite de peptides, et difficiles a identifier. 
En effet, la liaison des peptides avec la molecule du CMH se situe dans une 
invagination de topologie et de proprietes physico-chimiques precises, qui varient selon 
la nature des acides amines impliques. Ainsi un peptide (environ 9 acides amines) se lie 
a un CMH en fonction de la nature de ces chaines laterales et de sa complementarite 

20 avec la cavite de la molecules du CMH. Cette association au CMH se realise dans des 
organismes intracellulaires particuliers. Les proteines antigeniques sont generalement 
degrades en peptides dans les proteasomes (complexes de proteinases multicatalytiques 
ubiquitaires) avant le transport desdits peptides dans le reticulum endoplasmique 
rugueux (RER). La synthese des CMH 1 et F assemblage avec les peptides a lieu dans le 

25 RER. Puis les complexes antigene-CMH 1 sont exportes a la surface des cellules en 
passant par I'appareil de Golgi. On comprend done pourquoi seuls certains peptides 
peuvent se lier au CMH I. En ce qui concerne les peptides de la presente invention, on a 
demontre (V. infra) qu'ils possedent unc constante de dissociation Kd tres faible (tres 
forte association). En ce sens, ils permettent d'activer le systeme immunitairc 

30 efficacement, en particulier les CTL. 



Les CTL specifiques du RCC peuvent etre isoles a partir des lymphocytes inflltres dans 
la tumeur (TIL) d'un patient. Au moms 80% des TIL du RCC sont des cellules CDS' 
DR' LAG-3' activecs, Angevin ct al, (1997). A la suite d'unc couric activation in vitro 
dc ces TIL, unc rcponsc dc type polarise Thl a etc obscrvce (secretion d'IL-2 el 
5 d'interleron y, mais pas d'lL-4). En revanche, Finke ct al, (1993) a public que le clciaut 
apparent d'activite des TIL in vivo est du aux mauvais fonctionncmcnt des diflercntes 
cascades de regulation dans ces cellules. Cependant, parmi les 5 CTL decrits dans la 
presente invention, le clone 2AII (TCRBVIJIS6) est particulicrcment interessant 
puisqu'il est amplifle au site de la tumeur et represente jusqu'a 3% des TCR affi* TILs. 
K) De plus, ce clone reconnaTt un antigene specifique des tumeurs presente par HLA- 
Cwl6, Angevin et al, (1997). Ceci demontre done que les molecules HLA-C sont 
capables de presenter des elements au site de la tumeur chez ce patient. 

hsp70 est code par le locus duplique (hsp70-l, hsp70-2) localise dans la region MHC a 

15 92 Kb du gene C2 en direction du telomere, Milner et al, (1990). Ce segment d'ADN 
est appele region de classe IV et comprend au moins 7 genes impliques dans les 
reponses inflammatoires et de stress, Gruen, (1997). Les deux genes sans intron (hsp70- 
1 et hsp70-2) codent pour une proteinc identique dc 641 acides amines. II y a quclques 
differences de sequences dans la region promotrice et unc complete divergence dans la 

20 region 3' non traduite. En utilisant une sonde specifique d'hsp70-2, on a montre une 
elevation de la quantite d'ARNm (2,4 Kb) a la suite d'un choc thermique. La sonde 
hsp70-2 a permis de detecter une faible quantite de d'ARNm de 2,4 Kb dans TARN 
constitutif des lignees cellulaires de la tumeur RCC et dans des echantillons 
chirurgicaux congeles de ladite tumeur. La raison pour laquelle la lignee cellulaire 

25 allogenique HLA-A2* RCC, qui exprime de faibles niveaux d'ARNm hsp70-2, n'a pas 
etc tuee par CTL 11C2, peut etre due a la difference observee lors des essais de 
sensibilisation de la cible (Target Sensitization Assays) entre les peptides mutes ct le 
decapeptide sauvage 286-295 (5xl0* u M et 5x1 0* s M respectivement pour la dcmi-lysc 
maximalc). La transcription et la surexpression d 1 hsp70-2 sauvage dans les cellules 

30 COS-7 induisent la secretion de TNF par CTL 1 1 C2. 



On sait que les hsp sont des molecules non polymorphiques, qui ne different pas 
dans leur structure primaire parnii les tissus normaux et les cancers ou parmi les cellules 
normalcs et les cellules infectecs par des virus. Ainsi, la capacitc ^immunisation dc 
preparations comprcnant hsp est due a Tassociation des molecules hsp avee des peptides 
gencrcs par les cellules dans lesquellcs les hsp ont etc isolcs. En cilcl, les complexes 
hsp-peptides peuvent etrc genercs in vitro ct I'activitc biologiquc dc tcls complexes est 
comparable a celle des complexes hsp-peptide gencres in vivo, Blachere et al, (1997). Si 
cette observation demontre que les hsp sont des adjuvants elicitant une reponse des 
cellules T CD8 + , nos resultats indiquent que certains fragments peptidiques d'hsp70 
sont directement immunogenes. 

Pour la suite de la description et pour les exemples, on se referera aux figures dont la 
legende est indiquee ci-dessous. 

Legcndes 

Figure 1 : Activitc spdeifique lytiquc du clone 11C2 contrc la lignec ccllulairc 
autologuc RCC-7. 

La cytotoxicity des CTL-1 1C2 vis-a-vis de la lignec cellulaire RCC-7 a etc testec par 
Texperience standard de relargage du chromium (chromium release assay) a difierents 
ratios effecteur/cible (ratio E/C). L'inhibition de Tactivite cytotoxique dc 11C2 a ete 
testee apres plusieurs preincubations des CTL pendant deux heures avec le mAb 
(anticorps monoclonal) de classe 1 anti-HLA indique, a une concentration de saturation 
predetermines 

Figure 2 : Secretion dc TNF par ic clone CTL-11C2 lors dc la stimulation avee la 
lignec cellulaire autologuc RCC-7. 

5 000 CTL ont ete incubes avec 20 000 cellules RCC-7, La quantite de TNF a etc 
mesuree apres 20 heures de culture, en testant la toxicite des surnageants avec des 
cellules WEH1-164 (clone 13) sensibles au TNF L'inhibition de la secretion de TNF a 
ete testee apres preincubation du clone 1 1C2 pendant deux heures avec le mAb anti- 
HLA de classe 1 tel qu'indique. 



Figure 3 : Cytotoxicity des CTL !IC2 sur dc multiples lignccs ccllulaircs 
allogcuiqucs RCC. 

1 IC2 a etc teste sur la ligncc autologuc RCC-7 ct sur de multiples lignccs ccllulaircs 
5 allogcniqucs RCC (RCC-8, RCC-9, RCC- 10 ct RCC- 1 1) lors dune experience standard 
de rclargage du chromium au ratio E/C indique. Lcs molecules HLA partagees avec 
RCC-7 sont indiquecs entrc parentheses. 

Figure 4 : Stimulation du CTL I IC2 par lcs cellules co-transfcctecs d'unc manicrc 
U) transitoire avee PADNc HLA-A*0201 autologuc ct PADNc A18. 

On a rajoute le CTL 1 1C2 48 heures apres la co-transfection. Le TNF contenu dans les 
surnageants a ete estime 20 heures apres en testant sa toxicite sur les cellules WEHI-164 
(clone 13). Les cellules stimulatrices comprennent la lignee cellulaire RCC-7 comme 
controle positif et les cellules COS-7 non transferees ou transfectees avec l'ADNc 
15 HLA*0201 seul, comme controle negatif. 

Figure 5 : Localisation dc la region epitopiquc d'hsp70-2 rcconuu par Ic CTL 
11C2, 

(A) La longueur totale du TADNc hsp70-2 est representee schematiquement en noir ct 
20 blanc. 5 1 UT et 3' UT correspondent aux regions non traduites 5' et 3' respeclivement. La 
region codante (en noir) commence avec le site d'initiation dc la traduction (codon 
ATG) et correspond au nucleotide +1. Les multiples clones tronques obtenus a partir de 
TADNc A18 sont representes en gris. L'ADNc A18 commence au nucleotide 577 de la 
region codante. Le nucleotide mute est marque par une asterisque (position 877). 
25 (B) illustre la stimulation du CTL 11C2 par les cellules COS-7 co-transfectees 
temporairement avec le l'ADNc HLA-A*0201 autologue et avec chacun des difTcrents 
ADNc A18 tronques, Les cellules transfectees ont etc incubees pendant 24 heures avec 
5 000 CTL 11C2 et la quantite de TNF a ete mesuree 20 heures apres. Les cellules 
stimulatrices controles comprennent les cellules COS-7 non transfectees ou transfectees 
30 avec l'ADNc A18 seul comme controle negatif et co-transfectecs avec les ADNc A18 et 
A*020 1 comme controle positif. 



Figure 6 : Lysc par CTL 11C2 dc In lignee cellulaire autolognc trausformcc par 
EBV cl tneubec avec Ics peptides codes par lisp70-2 

2 000 cellules transformces par EBV, marquees avee Cr M onl etc incubees pendant I 
hcurc en presence des peptides d , hsp70-2 indiqucs a dc multiples concentrations. CTL 
5 I 1C2 a ensuite etc ajoutc a un ratio cfTectcur/ciblc (E/C) dc 31/1. Le rclargage du 
chrome a etc mesurc 4 hcures apres. Lcs astcrisqucs indiqucnt I'acide amine mute. 

Figure 7 : Induction dc ('expression d f lILA-A2 sur Ics cellules T2 par Ics peptides 
nntigeniqucs d'hsp70-2. 

10 Les cellules T2 ont ete incubees a 26° C pendant 16 heures en milieu prive de serum, 
avec ou sans peptide a une concentration de 20 \iM. Ensuite, les peptides ont ete de 
nouveau rajoutes et les cellules ont ete incubees a 37° C. Aux intervalles de 30 minutes 
ou d'une heure, les culots des cellules ont ete collectes et le changement de I'expression 
d'HLA-A2 a ete analyse par cytometric de flux avec un mAb anti-HLA-A2 (MA2. 1). 

15 Les sequences d'acides amines des peptides sont representees, Taminoacide mute est 
representee par une asterisque. 

Figure 8 : Analyse Northern Blot 

L'ARN cytoplasmique total (15 jig), derive de la tumeur RCC-7 ( range n°l), de la 
20 lignee cellulaire RCC-7 (n°2), et la lignee cellulaire autologue transformee par EBV 
(n°3), soit maintenu a 37°C (sous-range C) ou traite par choc thermique pendant 2 
heures a 40° C (sous-range HS), a ete fractionne sur gel d'agarose-formaldehyde 
denaturant et transfere sur membrane de nylon Hybond-N+. Le Northern Blot a ete 
hybride par les sondes constitutes d'un fragment specifique d , hsp70 et de TADNc de la 
25 glyceraldehyde-3-phosphate-deshydrogenase (GAPDH). La position de la migration des 
ARN 28s et 18s est presentee. Le transcript hsp70-2 d'environ 2, 4 Kb est indique par 
une fleche au-dessus de 1' ARN 1 8s et dc l'ARNm GAPDH. 

Figure 9 : Test Elispot 

30 Cette figure montre que la mutation ou Talteration entraine un pouvoir 
d'immunogenicite tres augmente. hsp mute est le compose peptidique selon Finvention, 



lisp nat est le peptide correspondant naturcl (non mute), MP est le controle positif 
(peptide tres immunogene de la proteine « matrix protein » ct T2 est le controle negatif 
(cellules non stimulees par le peptide). 

5 Lcs travaux dc la present c invention ont pcrmis ('isolation dc clones CTL-RCC 
provenant de TIL (lymphocytes infiltres dans la tumcur) obtenus lors de trois 
experiences diffcrentcs et en utilisant deux conditions expcrimcntales (utilisation dc IL- 
2 ou de 1L-2 + IL-7 + 1L-12). Entre le 20* mc et le 30* mc jour, les cellules, appartenant 
aux cultures qui montrent une lyse importante de la lignee cellulaire autologue de la 

10 tumeur RCC-7, ont ete donees par dilution limite. Sur 8 clones obtenus par ce 
protocole, 5 ont ete retenus en fonction de leur phenotype TCR distinct. Tous les clones 
sont des cellules cytotoxiques CD4CD8* TCR a/p + et produisent TNF lorsqu'ils sont 
stimules par des cellules autologues de la tumeur. L'effet bloquant des mAb anti-classe 
1 WC/32 a rnontre que l'activite cytotoxique est restreinte aux molecules CMH I (Figure 

15 1). L'activite lytique du clone 1 1C2 a ete bloquee par mAb MA2.1 specifique de HLA- 
A2 (figure 2). Ce resultat suggere que HLA-A2 est la molecule de presentation pour 
1 1C2, et que 1 1C2 reconnait les cellules autologues des tumeurs (figure 3). 

Identification dc FADNc dc rantigene recount! par CTL 1 1C2 

20 

Afin d'idcntifier le gene codant pour I'antigene on a utilise une approche genetique, 
comprenant la transfection d'une librairie d'ADNc provenant de la tumeur RCC dans des 
cellules COS-7 avec TADNc codant pour la molecule HLA-A2 de presentation, Seed B., 
(1987). Le vecteur d'expression utilise contient Torigine de replication de SV40, ce qui 

25 permet une multiplication considerable des episomes du plasmide transfecte et done une 
expression elevee des genes transfectes. On a utilise une librairie d'ADNc construite 
dans le vecteur d'expression pcDNA I en utilisant les ARN provenant de la lignee 
cellulaire RCC-7. Cettc librairie a ete divisee en 400 parties de 200 plasmidcs 
recombinants et chaque partie a ete co-transfectee en double avec la construction 

30 pcDNA I HLA-A # 0201 autologue dans les cellules COS-7. Les cellules COS-7 ont 
ensuite ete testees pour leur capacite a stimuler la production de TNF par le clone 1 1C2. 
Apres 48 heures, les cellules COS-7 co-transfectees ont ete incubees durant la nuit avec 



1 IC2 et la concentration de TNF dans le surnageant a etc detcrminee par son action 
cytotoxique sur des cellules WEHI. La quantite dc TNF dans Ics surnageants est en 
dessous de 5 pg/ml sauf pour deux paircs (40 et 45 pg/ml) d'cxpcricnccs dupliquecs. Lc 
dcuxicmc criblagc a etc realise cn transfcclant Ics cellules COS avcc 100 parties dc 20 
5 plasmidcs recombinants provcnanl dc ['extraction de doubles positifs. Enfin, un 
troisiemc criblagc nous a conduit a isolation de deux clones d'ADNc (appclcs A8 et 
B65), qui permettent dc transferer I'cxpression de 1'antigenc dans les cellules COS-7 
HLA-A*0201 + , Les resultats obtenus avec le clone d'ADNc A18 est presente a la figure 
4. 

10 

La sequence du plus long ADNc (A18) est de 1,9 Kb avec une homologie de 100% aux 
nucleotides de 577 a 2876 de TADNc d'hsp70-2, a Pexception d'une mutation a la 
position 877 (une adenine au lieu d'une thymine). La position +1 est le site d'initiation 
de la traduction d'hsp70-2, Milner et al, 1990. 

15 Dans le but d'identifier la longueur totale de 1'ADNc d'hsp70-2 et pour verifier si la 
mutation est seulement presente au site de la tumeur, nous avons realise une PCR 
(hsp70-2 est un gene sans intron) sur I'ADN provenant de l'extraction des cellules RCC- 
7 et des cellules B transformees par EBV et des blastes PHA. Un produit unique de 2 
Kb, correspondants au nucleotide -36 -1974, a etc obtenu dans chacun des cas et a etc 

20 subclone dans le vecteur pcDNA I pour sequensage et expression. 4 des 7 clones 
d'ADN, obtenus a partir du fragment de la tumeur, possede la mutation. Pour les cellules 
transformees par EBV et les blastes, aucune des 14 sequences d'ADN analysees ne porte 
la mutation. Ainsi, la mutation est presente seulement sur un chromosome dans les 
cellules tumorales et absente dans les cellules normales, 

25 

Identification du peptide antigeniquc 

Afin de delimiter la region nucleotidique minimale codant pour le peptide antigeniquc, 
dc multiples ADNc tronques ont etc obtenus a partir du clone d'ADNc A 18. ^utilisation 
dc Tcxonuclease III a permis de generer progressivement des deletions a partir dc 
30 Textremite 3 1 de TADNc (figure 5). Ces fragments d'ADNc ont etc co-transfectes dans 
les cellules COS-7 avec TADNc HLA-A*0201 autologue. Une region nucleotidique 
minimale codante a ete localisee entre les nucleotides 730 et 944. La troncation dans la 



region portant 1'unique mutation spccifique de la tumcur abolit la reconnaissance par 
CTL I IC2. On a recherche des peptides portant Ic motif dc liaison HLA-A 0201 dans 
ccttc region ct parmi les 18 peptides testes, seulemcnt 2 (1c nonapeptide SLFEGIDIY, 
acides amines 286 a 294, ct Ic decapeptide SLFEGID1YT, acides amines 286 a 295), 
5 portant le rcsidu mutant isolcucinc a la position 8, furcnt reconnu. La dcmi-lyse 
maximale a etc obtcnuc avec seulemcnt 5 x I0* n M du decapeptide comparec a 5 x I0" 7 
M du nonapeptide (figure 6). CTL 1IC2 reconnait egalement Ic decapeptide sauvage 
286-295 (SLFEGIDFYT) avec une demi-lyse maximale de 5 x 10* K M mais pas le 
nonapeptide sauvage 286-294 (figure 6). 

1° 

Liaison des fragments peptidiqucs d'hsp70-2 a HLA-A2 

Les peptides antigeniques, pouvant Her HLA-A2, peuvent reguler positivement 
Texpression des molecules HLA-A2 dans les cellules T2, Nijman et al. (1993). La 

15 capacite de liaison des decapeptides 286-295 d'hsp70-2 (mute et sauvage) a ete 
comparee a celle du nonapeptide 286-294. La liaison de ces deux decapeptides est stable 
sur une periode de 4 heures a 20 \iM sans presenter de difference entrc les formes 
mutantes et sauvages (figure 7). Les nonapeptides hsp70-2 sont moins efficaccs, mais 
leur liaison est comparable a celle du peptide MART-1 77.35 sur HLA-A2. Comme on 

20 pouvait s'y attendre, aucun effet n'a ete observe pour le peptide controle HLA-B7 (voir 
figure 7). 

Analyse Northern blot 

25 Une sonde specifique au locus hsp70-2, incluant la region 3* non traduite, a ete utilisee 
pour examiner 1'expression du gene hsp70-2. Un ARNm de 2 T 4 Kb a ete mis en 
evidence dans les cellules autologues transformees par EBV. De meme, un faible niveau 
d'expression a ete observe dans les cellules RCC-7 non traitees et dans les echantillons 
chirurgicaux congeles de RCC-7 (figure 8). De faiblcs nivcaux d'expression ont 

30 egalement ete observes dans d'autres tumeurs, notammcnt dans les melanomcs, les 
neuroblastomes, les adenocarcinomes du colon ct les fragments dc tumeurs dc la vessic. 



Excmplc 1 : Etablisscmcnt dcs lignccs cc I hi la ires RCC 

Les lignccs ccllulaires ont etc ctablics a partir dcs cellules du carcinonic du rein RCC 
commc decrit prcccdcmmcnt par Angevin ct al, 1 997. En resume, les tumcurs primaircs 

5 ont etc obtcnues a partir dc patients non traitcs qui ont subi unc ncphrcctomic radicalc 
. en notrc institution. Le patient 7 (HLA-A2, -A29 -B44, -B5I -Cwl5 t -Cwl6) est un 
individu male de 54 ans avee un RCC mctastatique. Aprcs chirurgie et digestion 
enzymatique, des suspensions de cellules fraiches des tumeurs RCC ont ete 
ensemencees dans un milieu de culture compose de Dulbeccos Modified Eagle Medium 

10 (DMEM), penicilline (50 IU/ml), streptomycine (50 ^ig/mi), 1% de L-glutamine a 200 
mM, 1% de sodium pyruvate a 200 mM, 10% de serum foetal de veau (FCS), et 1% de 
Ultroser G (Gibco-BRL, Paisley, UK). Ce milieu est appele dans la suite du document 
« milieu RCC ». Toutes les lignees des cellules tumorales ont ete maintenues dans ce 
milieu RCC. La lignee cellulaire RCC-7 a ete obtenu a partir de la tumeur primaire du 

15 patient 7. 

Excmplc 2 : Cellules ct milieux dc culture 

La lignee cellulaire autologue EBV a ete obtenue apres infection de PBMC du patient 7. 
20 La lignee cellulaire transformee par EBV a ete maintenue dans RPMI 1640 (Gibco- 
BRL), supplementee avec 10% de FCS. 

Le clone 13 de WEHI-164, une lignee cellulaire du fibrosarcome de la souris sensible a 
TNF, a ete fourni avec diligence par Benoit Van Den Eynde (Ludwig Institute for 
Cancer Research, Bruxelles, Belgique) et a ete mis en culture dans RPMI 1640 
25 (Seromed, Biochrom KG, Berlin, Allemagne) supplements avec de la L-glutamine, du 
sodium pyruvate, des antibiotiques, et 5% de FCS a une concentration de 0,01 a 0,05 x 
10 6 cellules/ml. 

La lignee cellulaire humaine mutante CEM x 721.174.T2 (T2), Salter ct al, (1989), a 
ete maintenue dans RPMI-1640 supplemente avec 10% de FCS. Cette lignee cellulaire a 
30 ete fournie avec diligence par Pierre Langlade (Institut Pasteur, Paris, France). Toutes 
les cultures cellulaires ont ete maintenue dans une atmosphere saturee en eau, et avec 
une teneur de 5% en CO2. 



Excmplc 3 : Etablisscmcnt dcs lignccs ccllulaircs TIL 

Lcs TIL, provcnant dcs suspensions dc la tumcur, ont etc inoculcs dans 
5 dcs flasques contcnant RPMI 1640, dc la pcnicillinc, dc la 
streptomycinc, 1% dc L-glutaminc, 1% dc sodium pyruvate ct 8% de 
scrum humain AB (Institut Jacques Boy S.A., Reims, France), appclces 
milieu complet. Les TIL ont ete ensemences a la meme concentration en 
milieu complet supplemente avec 10 IU/ml de rIL-2, 50 IU/ml de rIL-7 
io (Sanofi, Toulouse, France) et 10 IU/ml de rIL-12 (Genetics Institute, 
Cambridge, MA) pendant trois jours. A partir du 3 ime jour, les TIL ont 
ete nourris en utilisant le milieu complet avec 30 IU/ml de rIL-2, 50 
IU/ml de rIL-7 et 10 IU/ml de rIL-12. Le phenotype et l'activite 
cytotoxique des lignees cellulaires TIL ont ete caracterises apres 14 et 
15 21 jours de stimulation. 

Excmplc 4 : Anlicorps monoclonnux (mAb), agent scrologiquc, ct analyse 
phcnotyptqiic 

20 Les mAb conjugues soit a la fluoresceine (FITC) ou avec la phycoerythrine (PE), 
diriges contre le TCR ct/p, CD3 (Leu4), CD4 (Leu3a), CD8 (Leu8), CD80 (B7.1), HLA 
DR (L249), ont ete achetes chez Becton Dickinson (Mountain View, CA). CD56 
(NKH1A) provient de Coultronics (Hialeah, FL). Les TIL ont ete caracterises par 
double immunocoloration en incubant les cellules pendant 30 mn a 4° C avec FITC- ou 

25 PE-mAb. L'analyse de cytometric de flux a etc realisee sur un FACScan (Becton 
Dickinson) et en utilisant le logiciel Cellquest. Les ascites du Laboratoire ont ete W6.32 
(ant't-HLA-A/B/C), MA2.1 (anti-HLA-A2 et -B17) et B 1.23 .2 (anti-HLA-B/C) et ont 
ete selectionnes pour les experiences fonctionnelles et ^immunofluorescence a des 
concentrations de saturation predeterminecs jusqu'a une dilution finale cntrc 1/200 ct 

30 1/2000. 



Excmplc 5 : Clonagc dcs lignccs ccllulaircs TIL 



Aprcs 3 semaincs de culture, les lymphocytes ont etc clones en les diluant jusqu'a la 
limitc. Lc clonagc a etc realise cntrc 600 a 0,6 ccllulcs/puits dans dcs plaques a 96 puits 

5 contenant lc milieu RPMI, supplements dc 8% dc scrum hit main AB, 30 lU/mL dc rlL- 
2 ct 3% dc TCGF. Au fond dcs puits, on a eultive unc couchc nourricierc constitute dc 
cellules tumorales autologucs irradiecs (lx \0 A I puits), dc lymphocytes aUogeniques 
irradies (8 x 10 4 par puits) et de cellules irradiees transformees par EBV (2 x 10"* / 
puits). Les clones ont ete nourris 3 fois par semaine avec le milieu complet contenant 

10 rIL2 et TCGF. Le phenotype immunologique et la cytotoxicite ont ete caracterises pour 
les cellules donees. 

Excmplc 6 : Test dc cytotoxicite 

15 Les tests de cytotoxicite ont ete realises en utilisant Texperience standard de liberation 
du chrome pendant 4 heures comme precedemment decrit, Angevin et al (1997). En 
resume, 2 x 10 3 cellules cibles marquees au Cr 51 ont ete incubees pendant 4 heures a 37° 
C avec les cellules effectrices a differents ratio E/T dans un volume final de 200 
Concernant I'inhibition de la lyse par les mAb, les cellules cibles ont etc preincubecs 

20 pendant deux heures en presence dc concentrations saturantes de mAb avant 1'addition 
des cellules efTectrices. A la fin de Pincubation, 40 |il de surnageant ont etc transfcres 
sur plateau « Lumaplate 96 solid scintillation plates » (Packard Instruments, Meriden, 
CT), ont ete seches toute la nuit, et comptes dans un compteur de radioactivite Beta 
(Packard Instruments). 

25 

Excmplc 7 : Clonagc ct expression dcs molecules HLA 

Les alleles HLA dc classe 1 ont ete clones en utilisant la methode PCR decrite par Ennis 
ct al, (1990), avec quelques legeres modifications. L'ARN total a ete prepare a partir dc 

30 la lighee cellulaire RCC-7 en utilisant RNA U (Bioprobe Systems). Le premier brin 

n 

d'ADNc a ete synthetise avec une sonde oligo(dT) et la reverse transcriptase 



Z-4 

(Invitrogen). LADNc a servi de matrice pour une amplification PCR a 30 cycles avec 
les sondes suivantes : 

- 5P2-H (S-GGGCAAGCTTGGACTCAGAATCTCCCCAGACGCCGAGo'), SEQ 
ID n°3 

- 3P2-X (S'-GCCCTCTAGATCTCAGTCCCTCACAAGGCAGCTGTW), SEQ ID 
n°4 

Ces sondes correspondent respectivemcnt aux sequences consensus des regions non 
traduitcs 5' et 3' des alleles dc classe 1. Ces sondes sont identiques aux sondes HLA-5P2 
et HLA-3P2 decrites precedemment, Ennis et al. (1990), sauf pour le site de clonage (on 
a remplace les sites Sal I et Hind III pour 5P2 et Hind III et Xba I pour 3P2 
respectivement. Les produits PCR ont ete digeres avec Hind III et Xba I et ligatures 
dans le plasmide pcDNA I (Invitrogen). Ces constructions ont ete transferees dans E. 
Coli MC 1061/P3. L'ADN plasmidique a ensuite ete extrait a partir de plusieurs 
colonies en utilisant des colonnes QIAGEN (Qiagen). Le sequen<?age de 1'ADN a ete 
realise en utilisant "ABI PRISM Dye Terminator cycle sequencing ready reaction kit", 
(Applied Biosystems) et un sequenceur d'ADN automatique. Les sequences ont ete 
comparees aux sequences nucleotidiques HLA de classe I disponibles dans les banques 
de donnees. 

Excmplc 8 : Construction dc la librairic d'ADNc 

L'ARN Poly(A)* a ete extrait a partir de la lignee cellulaire RCC-7 en utilisant le 
systeme desolation d'ARNm (Fast Track kit 2.0, Invitrogen) en respectant les 
instructions du fabricant. Le premier brin de l'ADNc a ete synthetise en utilisant la 
transcriptase inverse AMV avec une sonde oligo-dT contenant un site Not I a son 
extremite 5'. L'hybride ARN-ADNc cree par la synthese du premier brin, a ete 
transforme en ADNc double brin par 1'ADN polymerase I en combinaison avec la Rnase 
H ct 1'ADN ligase d'E. Coli. Ensuite, on a utilise TADN polymerase T4 pour faire une 
coupure franche dans TADNc. Des adaptatcurs BstX I ont etc rajoutes et la taille dc 
LADNc a ete obtenue par fractionnement sur gel d'agarose. LADNc de taille voulue 
(superieure a 800 nucleotides) a ete ligature a Tinterieur du vecteur pcDNA 1 coupe par 
BstX I/Not I et la souche E. Coli appropriee (MC1061/P3) a ete transformer Pour les 



experiences de criblage, I'ADN plasmidique obtenu a partir de ccrtaines colonies de 
bacteries a etc prepare selon le protocole suivant : 100 ou 200 colonics, cultivccs cn 
milieu LD-agar (avee 30 |.il/ml d'ampicillinc ct 10 |.il/ml dc tetracycline), out etc 
cnscmcncccs dans 2 ml dc milieu LB ct incubees toutc la nuit a 37° C. L'ADN 
5 plasmidique a etc cxtrait cn utilisant la mcthodc dc lysc alcalinc, Birnboim ct al, (1979) 
ct a etc resuspendu dans 30 |.il dans Tris lOmM-EDTA ImM pH 7,5 contenant 20 jal/ml 
d'RNAse A. La concentration dc I'ADN plasmidique a etc ajustec a 40 ng/j.il. 

Excmplc 9 : Transfection des cellules COS-7 ct criblage des transfectants 

10 

Les experiences de transfection ont ete realisees par la methode "DEAE-dextran- 
chloroquine, Brichard et al. (1993). Trois jours avant la transfection, les cellules COS-7 
ont ete ensemencees dans des plaques avec 96 micropuits a la concentration de 5 x 10 3 
cellules/puits dans 150 jil de milieu RPMI contenant 20% de serum foetal de veau. Pour 
15 la transfection, le milieu a ete remplace par 30 jil de DEAE-Dextran/melange d'ADN. 
Ces melanges ont ete prepares pour des doubles transfections dans des micropuits en 
rajoutant sequentiellement : 

- 200 ng d'ADN plasmidique provenant de la librairie d'ADNc, 

- 200 ng de plasmide pcDNA I/HLA-A*0201, 

20 - 25 |il de NaCI a 1 50 mM, Tris 10 mM, pH 7,4 (appele tampon TBS), 

- 35 \i\ de TBS contenant 1 mg/ml de DEAE-Dextran (Pharmacia Biotech Europe 
GmBH, Saclay, France). 

Les cellules ont ete incubees avec ce melange plus 150 de DMEM supplements avec 
10% de « NuSerum » non complement^ (Becton Dickinson) et 100 mM de chloroquine 

25 (Sigma-Aldrich Chimie SARL, Saint Quentih Fallavier, France), pendant 30 minutes a 
temperature ambiante. Ensuite les cellules ont ete incubees 4 heures a 37° C sous unc 
atmosphere de 5% en CO2. Apres incubation, le milieu a ete enleve, ct les cellules ont 
ete incubees 2 mn dans PBS Ix contenant 10% d'une solution de dimethylsulfoxidc. Les 
cellules ont ete lavees 1 fois avec PBS lx et incubees dans RPMI contenant 10% de 

3() FCS pendant 48 heures. Le milieu a alors ete enleve et les cellules ont ete lavees Ifois 
avec PBS lx. 5 000 CTL ont ete rajoutes aux puits dans 100 \x\ de RPMI contenant 10% 



de FCS. Apres 20 heures, le surnageant a etc collecte et sa teneur en TNF a etc 
determince cn testant sa cytotoxicity sur Ics clones 13 WEHI-164 dans un test 
colorimctrique MTT(3-[4,5-dimcthylthio2olc]-2,5-diphcnylc-tctrazoliumc bromide 
(Sigma- Aldrich), commc decrit prcccdcmmcnt, Travcrsari ct at. (1992). Conccrnant 
rinhibition dc la secretion de TNF par les mAb, Ics cellules ciblcs ont etc prcincubecs 
pendant 2 heurcs cn presence d'unc concentration saturante dc mAb avant I'addition des 
cellules cflectrices pendant 20 heures dc plus, 

Excmplc 10 : Test PCR pour Tisolation dc la longueur totalc d'hsp70-2 

TM 

L'ADN genomique a ete extrait a partir de la lignee cellulaire RCC-7 avec DNAzol ' 
(Life Technologies). 1 f.tl de l'ADN a ete utilise pour une reaction PCR en utilisant 
1'ADN polymerase Taq (Perkin Elmer). Les sondes suivantes ont ete utilisees ; 

- la sonde hsp70-2A, 5'-GGGCAAGCTTAGTCTCAGAGCGGAGCCAAC-3' 
(nucleotides -36 a -1 8, sense), SEQ ID n°5, 

- la sonde hsp70-2B, S'-GCCCTCTAGAGTCCCAACAGTCCACCTCAAO' 
(nucleotides 1955 a 1974, anti-sense), SEQ ID n°6. 

Ces sondes contiennent les sites de restriction Hind III et Xba I rcspcctivcmenL Les 
conditions pour la PCR ont ete 98° C pendant 1 mn suivie dc 30 cycles ^amplification 
(98° C pendant 15 sec, 65° C pendant 1 mn, 72° C pendant 2 mn, avec une extension 
finale pendant 10 mn a 72° C). Le produit PCR obtenu a ete digere par Hind III et Xba 
I, purifie sur billes de verre absorbant (Geneclean) et a ensuite ete sous-clone dans les 
sites Hind III et Xba I du vecteur depression pcDNA I pour sequenfage et 
cotransfection avec HLA-A*0201 dans les cellules COS-7. 

Exemplc 11 : Identification dc la region minimalc nuclcotidiquc codantc pour Ic 
peptide antigenique 

LADNc A18 a ete isole a partir de la librairie d'ADNc fabriquc a partir du vecteur 
^expression pcDNA I. Le plasmide a ete digere avec Sph 1 et Xba 1 avant traitement 
avec 1'exonuclease III afm de generer des deletions progressives a partir de I'extremite 3' 
de 1'ADNc A18. Afin d'obtenir un nombre important de clones d'ADNc tronques, on a 



utilise le "Exo Mung Bean Deletion Kit" (Stratagene). Apres ligature, la bacterie E. Coli 
MC106I/P3 a etc transformec avec les ADNc tronques. L'ADN plasmidiquc a etc 
extrait a partir dc chaquc clone, puis sequence ct cotransfcctc avec HLA-A 0201 dans 
les cellules COS-7. 

5 

Excmplc 12 : Synthcsc ct test dc reconnaissance des peptides 

Dans le test de criblage, les peptides utilises ont ete synthetises par la "PepSet 
technology" (Chiron Technologies, Suresnes, France). Pour les tests fonctionnels, les 

K) peptides ont ete synthetises sur phase solide en utilisant F-moc (protection NH2- 
terminate temporaire) et ont ete purifies par HPLC preparative. L'HPLC analytique 
indique que les peptides sont purs au moins a 95%. Les peptides lyophilises ont ete 
dissous a 10 mM de DMSO dans I'eau et conserves a -20° C. On a utilise les peptides 
lors d'un test de liberation du chrome. 2 000 cellules autologues transformees par EBV, 

15 et marquees au Cr 51 , ont ete incubees pendant 1 heure a 37° C sur des plaques a 96 puits 
avec diverses concentrations de peptides avant d'ajouter CTL 1 1C2. 

Excmplc 13 : Test dc liaison des peptides 

20 Les cellules T2, Nijman et al. (1993), ont ete cultivees 48 heures avant le test dans un 
milieu AIM-V prive de serum (Gibco-BRL). Pour les tests de liaison, les cellules T2 
(10 6 ) ont ete incubees a 26° C pendant 16 heures dans le meme milieu dans 0,8% de 
DMSO, avec ou sans peptide a une concentration de 20 |iM. Ensuite les peptides (20 
pM) ont ete de nouveau rajoutes et les cellules ont ete incubees a 37° C. A des 

25 intervalles de 30 mn ou d'une heure, les culots des cellules ont ete collectes et le niveau 
d'expression d , HLA-A2 a ete suivi en utilisant le mAb anti-HLA-A2 (MA2.1). 

Excmplc 14 : Isolation dc TARN ct analyse Northern blot 

30 Les cellules ont ete soit maintenues a 37° C ou ont subi un choc thermique a 42° C 
pendant 2 heures avant recuperation par centrifugation. L'ARN total a ete extracte par 



lyse aii guanidinium isothocyanate et a ete ultracentrifuge dans du chloairc de cesium. 
Des echantilions d'ARN total (15 ng) ont etc fractionnes dans un gel denaturant 
contenant 1% d^garose-formaldchyde et ont etc transferees sur membranes dc nylon 
Hybond-N+ en respectant les instructions du fabricant (Amcrsham France S.A, les Ulis, 

5 France). Lc Northern blot a etc hybridc avee unc sonde spccillquc d , hsp70-2 
(nucleotides 1955 a 2159) ct avee la sonde glyccraldchydc-3-phosphatc-deshydrogcnasc 
(GAPDH). Toutes les sondes ont ete marquees avee dCTP [ 32 P] (3000 Ci mmoi' 1 ) en 
utilisant le Prime-IT™ II Random Primer labeling Kit (Stratagenc). L'hybridation a etc 
realisee a 45° C pendant 16 heures avee la sonde d'hsp70-2 (IO 6 cpm/ml) et la sonde 

io GAPDH (10 3 cpm/ml). Les membranes ont ete lavees deux fois avee 2 x SSC a 
temperature ambiante, une fois pendant 45 mn avee 2 x SSC/0. 1 % SDS a 62° C et une 
fois a 62° C pendant 10 mn avee 0,1.x SSC, avant autoradiographic a 80° C pendant 1 1 
jours. 

15 Exemplc 15 : Test Elispot 

Des cellules CD8+ ont ete isolees a partir de donneurs HLA-A2 positifs par purification 
immunomagnetique negative (utilisation d'anticorps contre les cellules CD4 et CD56). 
Dans des plaques a 96 puits dont le fond est recouvert par de la nitrocellulose 

20 (Millipore), 100000 cellules CD8+ ont ete directement ajoutees a 100000 cellules T2 
HLA-A2.1 positives chargees avee 10** M de peptides. Apres stimulation des cellules 
CD8+ pendant 20 heures, un test Elispot-IFNy a ete effectue. Les resultats sont 
presentes dans le tableau I ci-apres. Le controle positif est le peptide MP ou « matrix 
protein », proteine d'enveloppe du virus influenza qui est tres immunogene chez 

25 Fhomme. 



TABLEAU I : Resultats du test Elispot-IFNy. 





donncur 1 


donneur 2 


donncur 3 


donncur 4 


donncur 5 


T2 scule 


6 


1 


3,833 


11,5 


3,75 


MP 


57,25 


31,33 


13,33 


26,5 


16,5 


lisp mute 


13 


4,167 


7,5 


19,25 


5,75 


Hsp nat 


. 5 


2,167 


4 


13,75 


2 



Ces rcsultats montrent qu'il est possible d'induire des lymphocytes CDS humains dc 
sujcls sains HLA-A2* avec ie compose peptidiquc prefere de Tinvcntion (SEQ ID n° I 
ct 2), mais pas avec ie peptide non mute corrcspondant. II rcssort claircmcnt que la 
mutation cntrainc un pouvoir d'immunogenicite trcs augmcntc puisquc des lymphocytes 
qui n'ont jamais etc stimulcs par ce peptide sont capablcs dc sccrcter de rintcrferon 
gamma en 24 heurcs sans aucune misc en culture in vitro ou addition de cytokines. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'idcntification dc composes peptidiqucs derives d'hsp70, qui prcscntcnt 
5 au moins unc mutation ou ime alteration par rapport a la sequence naturelle 

d'hsp70, lesdits composes entrainant une reponsc T specifique des tumours, 
comprenant les etapes suivantes : 
a) amplification PGR d'un fragment d'ADN cpdant pour hsp70 obtenu a partir 
d'une ou de plusieurs tumeur(s), 
10 b) clonage de T ADN obtenu a Tetape a) dans un vecteur capable de se repliquer dans 
une bacterie, 

c) sequen?age dudit fragment dans chaque colonie bacterienne obtenue apres culture 
des bacteries de Tetape b) et identification de la ou des mutation(s) dans hsp70. 

d) determination de Timmunogenicite des fragments peptidiques mutes parmi ceux 
15 identifies a I'etapec). 

2. Precede selon la revendication 1 caracterise .cn ce que Tetape d) consiste en un 
test Elispot 

3. Procede selon Tune des revendication 1 et 2 caracterise en ce que Ton test dc 
preference les fragments peptidiques qui possedent une sequence d'ancragc pour 

20 une molecule HLA donnee. 

4. Procede selon Tune des revendication 1 a 3 caracterise en ce que les fragments 
peptidiques a tester a Petape d) sont obtenus par synthese chimique. 

5. Procede de mise en evidence de mutations ou d'alterations ponctuelles artificielles 
susceptibles d'augmenter Timmunogenicite des composes peptidiques mutes 

25 derives d'hsp70 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 

b) introduction d'une mutation ou d'une alteration (par exemple une modification 
post traductionnelle) ponctuelle supplemental au niveau des residus 4, 5, 6, 7 ou 

30 8, 

c) determination de Timmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a Tetape 
b)- 



6. Procede selon la revendication 5 caracterise cn ce que Tetape c) consiste cn tin 
test Elispot. 

7. Compose peptidiquc susceptible d'etre obtcnu a partir d'un procede scion I'unc 
des revendication 1 a 5 caracterise cn cc qu'il comprend unc sequence d'au moins 

5 8 acides amines consccutifs d'hsp70 prcscntant au moins unc mutation ou unc 

alteration par rapport a la sequence naturclle d'hsp70, ct ce qu'il cntramc unc 
rcponse T specifique. 

8. Compose peptidique selon la revendication 7 ayant au moins 80 % d'homologie 
avec les acides amines entre les positions 286 et 294 d'hsp70. 

10 9. Compose peptidique selon ia revendication 8 caracterise en ce que l'acide amine a 
la position 293 est de preference I'isoleucine, la leucine, la valine, ('alanine, la 
glycine, ou la phenylalanine, plus particulierement Tisoleucine. 
10. Compose peptidique selon la revendication 9 qui a au moins la sequence SEQ ID 
n°l ouSEQIDn°2. 

15 11. Compose peptidique selon Tune des re vend icat ions 7 a 10 caracterise en ce qu'il 
comporte au moins un element different des acides amines naturels. 

12. Fragment d'ADN codant au moins pour un fragment peptidique de Tune des 
revendications 7 a 1 1 . 

13. Vecteur depression d'un fragment peptidique selon Tune des revendications 7 a 
20 11 contenant ie fragment d'ADN de la revendication 12 fusionne a un promoteur 

fort et efficace dans les cellules eukaryotcs, et/ou dans les cellules procaryotes, en 
particulier dans les cellules humaines. 

14. Vecteur d'expression selon la revendication 13 comprenant en outre un ou 
plusieurs marqueur(s) de selection et eventuellement une ou plusieurs sequence(s) 

25 codante(s) pour des facteurs d'activation des defenses irnmunitaires, tels que des 

cytokines et/ou des lymphokines. 

15. Vecteur selon Tune des revendications 13 et 14 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
vecteur viral, d'un plasmide, ou d'un pseudo-vecteur. 

16. Cellules dendritiques chargees en composes peptidiques selon Tune des 
30 revendications 7 a 1 1 . 

17. Cellules dendritiques transformees par le vecteur d'expression selon Tunc des 
revendications 13 a 15. 



J/ 



18. Cellules dendritiques selon Tune des revendications 16 et 17 caracterisces en cc 
qiTelles font parties des macrophages. 

19. Composition pharmaceutique comprenant un compose pcptidiquc ou un melange 
dc composes pcptidiqucs scion Tunc des revendications 7 a 1 I ct un vehicule 

5 pharmaccutiqucmcnt acceptable. 

20. Composition pharmaceutique scion la rcvcndication 19 caractcriscc en ce qu'cllc 
comporte en outre un ou plusicurs adjuvants immunologiques, notamment des 
facteurs cytotoxiques des tumeurs. 

21 . Composition pharmaceutique comprenant un vecteur d'expression selon Tune des 
10 revendications 13 a 15 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

22. Composition pharmaceutique comprenant notamment un fragment d*ADN selon 
la revendication 12 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

23. Composition pharmaceutique comprenant les cellules selon Tune des 
revendications 16 a 18 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

15 24. Produit de combinaison comprenant au moins un compose peptidique selon Tune 
des revendications 7 a 1 1 et au moins un agent induisant un stress cellulaire pour 
une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps destine au traitement 
du cancer. 

25. Produit de combinaison selon la revendication 24 caracterise en ce que ledit agent 
20 est susceptible d'induire une surexpression des proteincs de chocs thermiques, en 

particulier hsp70. 

26. Produit de combinaison selon la revendication 24 caracterise en ce que ledit agent 
est un inducteur de 1'apoptose, selectionne notamment parmi les agents qui 
endommagent l'ADN, les ligands du recepteur aux glucocorticoides, ou parmi les 

25 seconds messagers pro-apoptotiques. 

27. Produit de combinaison selon la revendication 24 comprenant un vecteur viral qui 
pdssede un gene qui code pour une enzyme pcrmettant d'activcr les agents pro- 
apoptotique, notamment la thymidine kinase. 

28. Produit de combinaison selon la revendication 24 dans lequel r agent induisant un 
30 stress cellulaire est selectionne parmi les composes induisant une hypoxie des 

tumeurs, notamment les inhibiteurs de Tangiogenese. 



Composition pharmaceutique selon I'une dcs revendications 19 a 23 ou produit dc 
combinaison selon Tunc des revendications 24 a 28 caractcriscc en cc qu'il 
comporte en outre un on plusicurs adju vents immunologiques, notammcnt dcs 
agents cytotoxiqucs dcs tumcurs. 

Composition pharmaceutique scion Tunc dcs revendications 19 a 23 ou produit dc 
combinaison selon I'une des revendications 24 a 29 caractcrise en qu'il comporte 
un vehicule pharmaceutique compatible avee unc administration IV, subcutanee, 
orale, ou nasale. 

Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 1 9 a 23 ou produit de 
combinaison selon I'une des revendications 24 a 29 caracterise en ce qu'il 
comporte un vehicule pharmaceutique selectionne parmi les liposomes, les nano- 
particules, ou les emulsions lipidiques, charges positivement ou negativement. 
1. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 7 a 11 pour la 

fabrication d'un medicament. 
(. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 7 a 1 1 pour la 
fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer. 

34. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 7 a 1 1 pour la 
fabrication d'un medicament destine a une immunisation ex situ. 

35. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 7 a 1 1 pour la 
fabrication d'un medicament destine a une immunisation in situ. 

36. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 7 a 1 1 pour la 
fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer, en particulier des 
tumeurs solides, notamment des carcinomes, des melanomes, des neuroblastomes, 
des cancers du cou et de la tete, de preference des carcinomes du rein. 

37. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 7 a 1 1 pour 
augmenter en milieu de culture la population des CTL des tumeurs et/ou induire la 
secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que par exemple 1L-2, IFN- 
Y et TNF. 

38. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 7 a 11 pour la 
fabrication d'un medicament destine a stimuler les defenses immunitaires, en 
particulier pour augmenter la population des CTL des tumeurs et/ou induire la 



secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que par exemple IL-2, IFN- 
y et TNF. 

39. Utilisation scion Tunc dcs revcndication 32 a 38 cn combinaison avcc la 
radiothcrapic. 

5 40. Utilisation scion Tune dcs revcndication 32 a 39 pour cffcctucr unc immunisation 
repetec cn vuc dc provoqucr unc rupture dc tolerance contrc Ic peptide naturcl 
correspondant (non mute) chez un patient. 

41. Procede dc production d'un anticorps qui se lie a un mutant d , hsp70, en 
particulier au mutant hsp70-2 1-293, comprenant les etapes consistant a : 

10 a) Immuniser un mammifere avec un compose peptidique selon Pune des 
revendication 7 a 1 1, 

b) isoler un anticorps monoclonal qui se lie a hsp70-2-293, particulierement a hsp70- 
2 1-293, dans un essai immunologique. 

42. Anticorps monoclonal qui se lie a un fragment d*hsp70-mute, particulierement a 
15 hsp70-2 1-293. 

43. Procede de detection de d'hsp70 mute, en particulier de la mutation ou de 
Taltcration de Thsp70-2 1-293, comprenant les etapes consistant a : 

a) Mcttre en contact un echantillon preleve chez un individu avec un anticorps 
monoclonal selon la revendication 42, 
20 b) permettre la formation du complexe anticorps- hsp70-mute, en particulier du 
complexe anticorps- hsp70-2-293, 

c) detecter hsp70-mute au moyen d'un marqueur detectable dans le complexe ou qui 
se lie au complexe. 

44. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la revendication 
25 42 pour la detection du cancer. 

45. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la revendication 
42 pour le prognostique du cancer declare chez un individu. 

46. Composition pharmaceutique comprenant notamment un anticorps monoclonal 
selon la revendication 42 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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Stimulation du CTL 11C2 par les cellules 
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LI STAGE DE SEQUENCE 



<110> INSTITUT GU STAVE ROUSSY 

<120> COMPOSES PEPTIDIQUES MUTES DERIVES DE hsp70, UTILES DANS L' IMMUNOTHERAPIE 
DU CANCER . 

<130> D17452 

<140> 
<141> 

<150> FR 96 05033 
<151> 1998-04-22 

<160> 6 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Ser Leu Phe Glu Gly lie Asp lie Tyr 
1 5 



<210> 2 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Ser Leu Phe Glu Gly lie Asp He Tyr Thr 
1 5 10 

1 5 10 

<210> 3 
<211> 37 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

gggcaagctt ggactcagaa tctccccaga cgccgag 37 

<210> 4 
<211> 36 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

gccctctaga tctcagtccc tcacaaggca gctgtc 36 

<210> 5 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 



<223> Sonde HSP702A 
<400> 5 

gggcaagctt agtctcagag cggagccaac 

<210> 6 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Sonde HSP70-2B 



<400> 6 

gccctctaga gtcccaacag tccacctcaa 
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stress-inducible 70 kDa heat-stock protein 
(Hsp70) mimics Hsp70 isoforms from 
tissues" 
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figure 2 
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(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability* 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 
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VIII 





Date of submission of the demand 

15 November 1999 (15.11.99) 


Date of completion of this report 

30 June 2000 (30.06.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



itional application No. 

PCT/FR99/00957 



I. Basis of the report 



This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages 1-34 ( as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of _ - 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-46 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



^ the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/9-9/9 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3 | | This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-6, 10, 13-46 



7-9, 11, 12 



1-6, 10 



7-9, 11-46 



1-46 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. The following document is referred to: 

Dl: Mol. Biol. Evol . 

Vol. 15, No. 6, pp. 647-655, 1988 

2. The subject matter of Claims 1-6 and 10 is neither 
specifically described nor suggested in the prior 
art. Consequently these claims may be considered 
novel and inventive. 



3. The subject matter of Claim 7 is a peptide compound 
comprising 8 consecutive amino acids of hsp70, 
having at least one modification relative to the 
hsp70 sequence. This peptide compound provokes a 
specific T response. As the sequence of 8 
consecutive amino acids has at least one mutation or 
alteration, the resulting sequence can be completely 
different from the natural hsp70 sequence. As the 
peptide compound comprises, and therefore is not 
limited to, this fragment of 8 amino acids, the 
subject matter of Claim 7 includes all antigens 
having at least 8 amino acids which bring about a 
specific T response. A very large number of known 
peptide compounds have such antigenic activity (for 
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example, see description, page 3, lines 11-32) . 
Claim 7 specifies that the claimed peptide compound 



"can be obtained using a method according to any one 
of Claims 1 to 5" . This wording does not make it 
possible to limit the extent of the claim as the 
wording shows that the claimed compound can also be 
obtained by other methods. Consequently the subject 
matter of Claims 7, 11 and 12 is not novel. 
Not all known hsp70s are of the same length or have 
exactly the same sequence. In some hsp70s the 
region that corresponds to amino acids 286-294 is 
highly variable (for example, see Dl, figure 1) . 
Moreover some of these hsp 70s have, for example, a 
leucine in position 293. The subject matter of 
Claims 8 and 9 is therefore not novel. In this 
context it should be noted that the reference to 
amino acids introduced by the expression 
"preferably" (Claim 9) is not exhaustive and cannot 
be considered as limiting the subject matter of the 
claim concerned. 

Consequently Claims 7-9, 11 and 12 do not meet the 
requirements of PCT Article 33(2). 



4. The role of antigenic peptide compounds in 

stimulating the immune defences, particularly by 
means of cytotoxic T lymphocytes, is known in the 
prior art. A large number of peptide compounds 
bringing about a specific T response, of the kind 
defined in Claims 7-9 and 11, are available to a 
person skilled in the art; examples are the RAGE-1 
antigen expressed in many tumours, particularly 
kidney cancer cells, and recognised by autologous 
CTLs; or antigenic peptides isolated from cancerous 
cells or cells infected by viruses (see, in 
particular, description, page 3, lines 20-32) . 
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Therefore, simply by applying this knowledge and 
classical molecular and cellular biology 
techniques, one would achieve the subject matter of 
Claims 13-46 without applying any inventive step. 
These claims are thus not inventive. Consequently, 
Claims 13-4 6 do not meet the requirements of PCT 
Article 33 (3) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELImWaRY EXAMINATION REPORT n^nw^r 



lal application No. 
PCT/FR 99/00957 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. Figures 1-8 contain text beyond what is authorised 
by Rule 11.11a) (See likewise Guidelines II-5 PCT) . 

2. The subject matter of dependent Claims 29-31 is not 
limited to a single product, as should be the case, 
but to two different products: a pharmaceutical 
composition or a combination product. 

3. Independent Claims 32-36 and 38 refer to the use of 
a peptide compound to produce a drug. Although 
Claims 32-36 and 38 were drafted as independent 
claims, their subject matter is the same. Claims 
33-36 and 38 differ from Claim 32 in specifying the 
purpose which the drug produced is to serve. 
Claims 33-36 and 38 differ from one another by the 
purpose which the drug produced is to serve. 
Consequently it appears appropriate to amend Claims 
33-36 and 38 to make them dependent on Claim 32 

( PCT Rule 6.4). 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The expression "derived" in Claims 1 and 5 is vague 
and not defined. It does not relate to any 
technical feature and may be subject to 
interpretation. Indeed, a peptide may derive from 
another peptide or from a protein in such a way that 
the resulting product is completely different in 
structure and function from the original product 
(PCT Art. 6) . 

2. Claim 11 lacks clarity by virtue of the wording "an 
element different from natural amino acids" . This 
wording is extremely vague, imprecise and not 
defined. It does not relate to any technical 
feature and may be subject to interpretation. 
Consequently, Claim 11 does not meet the 
requirements of PCT Article 6. 

3. Claims 24-31 lack clarity by virtue of the 
expression "combination product". This expression 
is not suitable for defining the subject matter 
claimed due to the fact that this concept is not 
clearly defined (PCT Art. 6) . 
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(article 36 et regie 70 du PCT) 




Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

339828/17452 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n° 
PCT/FR99/00957 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
22/04/1 999 


Date de priorite (Jour/mois/annee) 
22/04/1998 


Classification internationale des brevets (CIB) 
C12N15/12 


ou a la fois classification nationale et CIB 


Deposant 

INSTiTUT GUSTAVE-ROUSSY et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a Particle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S3 Base du rapport 



II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de invention 


V 




Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d*application industrielle; citations et explications a i'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 




Irregularites dans la demande internationale 


VIII 




Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

15/11/1999 


Date d'achevement du present rapport 
30.06.2000 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

W Office europeen des brevets 
0)H D-80298 Munich 

Z&r' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise sZ*&*^£>^ 
Chavanne, F \£ /J 

N" de telephone +49 89 2399 8399 
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RAPPORT D EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FR99/00957 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
/'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans ie present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -34 version initiale 

Revendications, N°: 

1-46 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/9-9/9 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrtelle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 



Activite inventive 



Oui : Revendications 1-6, 10, 13-46 

Non : Revendications 7-9,11,12 

Oui : Revendications 1-6, 10 

Non : Revendications 7-9, 11-46 



Possibility d'application industrielle Oui : Revendications 1 -46 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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V. Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 . II est fait reference au document suivant: 

D1: Mol. Biol. Evol. 

Vol. 15, No. 6, pp. 647-655, 1998 

2. L'objet des revendications 1-6 et 10 n'est ni decrit de maniere specifique, ni 
suggere dans I'art anterieur. Par consequent, ces revendications peuvent etre 
considerees comme nouvelles et inventives. 

3. L'objet de la revendication 7 est un compose peptidique qui comprend 8 acides 
amines consecutifs d'hsp70 presentant au moins une modification par rapport a la 
sequence d'hsp70. Ce compose peptidique entraine une reponse T specifique. La 
sequence de 8 acides amines consecutif presentant au moins une mutation ou 
alteration, la sequence resultante peut etre completement differente de celle de la 
sequence naturelle d'hsp70. Le compose peptidique comprenant, et done n'etant 
pas limite a ce fragment de 8 acides amines, l'objet de la revendication 7 inclut 
done tous les antigenes d'au moins 8 acides amines qui entrainent une reponse T 
specifique. II existe de tres nombreux composes peptidiques connus ayant une 
telle activite antigenique (voir, par exemple, description, page 3, lignes 11-32). II 
est precise dans la revendication 7 que le compose peptidique revendique est 
"susceptible d'etre obtenu a partir d'un procede selon Tune des revendications 1 a 
5". Cette formulation ne permet de limiter I'etendue de la revendication puisqu'il 
ressort de cette formulation que le compose revendique peut egalement etre 
obtenu par d'autres procedes. Par consequent, l'objet des revendications 7, 1 1 et 
12 n'est pas nouveau. 

Toutes les hsp70 connues n'ont pas la meme longueur ni exactement la meme 
sequence. Pour certaines de ces hsp70, la region correspondant aux acides 
amines 286-294 est hautement variable (voir par exemple, D1, figure 1). De plus, 
certaines de ces hsp70 presentent en position 293 une Leucine, par exemple. 
L'objet des revendications 8 et 9 n'est done pas nouveau. Dans ce contexte, il est 
a noter que la reference a des acides amines introduits par I'expression "de 
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preference" (revendication 9) est non exhaustive, et ne peut etre consideree 
comme limitant I'objet de la revendication concernee. 
Par consequent, les revendications 7-9, 1 1 et 12 ne remplissent pas les 
conditions de I'Articie 33(2) PCT. 

4 |_ e r 5ie des composes peptidiques antigeniques dans la stimulation des defenses 
immunitaires, notamment par I'intermediaire des lymphocytes T cytotoxiques, est 
connu dans I'etat de la technique. L'homme du metier dispose de nombreux 
composes peptidiques entraTnant une reponse T specifique tels que definis dans 
les revendications 7-9 et 1 1 . Par exemple, I'antigene RAGE-1 exprime dans de 
nombreuses tumeurs, notamment les cellules du carcinome du rein, et reconnu 
par des CTL autologues, ou les peptides antigeniques isoles a partir de cellules 
cancereuses ou infectees par des virus (voir, notamment, description, page 3, 
lignes 20-32). Done, par la simple mise en oeuvre de ces connaissances et des 
techniques classiques de biologie moleculaire et cellulaire, arriverait a I'objet des 
revendications 13-46 sans mise en oeuvre d'aucune activite inventive. Ces 
revendications ne sont done pas inventives. Par consequent, les revendications 
13-46 ne remplissent pas les conditions de I'Articie 33(3) PCT. 

VIL Irregularites dans la demande intemationale 

1. Les figures 1-8 contiennent du texte au dela de ce qui est autorise selon la Regie 
11.11a) (voir egalement Directives II-5 PCT). 

2. L'objet des revendications dependantes 29-31 n'est pas limite a un seul produit 
comme cela devrait etre le cas, mais a deux produits differents: une composition 
pharmaceutique ou un produit de combinaison. 

3. Les revendications independantes 32-36 et 38 se referent a I'utilisation d'un 
compose peptidique pour la fabrication d'un medicament. Bien que les 
revendications 32-36 et 38 aient ete redigees comme revendications 
independantes, elles correspondent toutes au meme objet. Les revendications 33- 
36 et 38 se differencient de la revendication 32 en specifiant la destination du 
medicament fabrique. Les revendications 33-36 et 38 se differencient les unes 
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des autres par la destination du medicament fabrique. Par consequent, il apparait 
approprie d'amender les revendications 33-36 et 38 pour les rendre dependantes 
de la revendication 32 (Regie 6.4 PCT). 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

1. L'expression "derive" des revendications 1 et 5 est vague et non definie. Elle ne 
se refere a aucune caracteristique technique et peut etre sujette a interpretation. 
En effet, un peptide peut deriver d'un autre peptide ou d'une proteine de telle 
maniere que le produit resultant soit completement different de par sa structure et 
ses fonctions du produit de depart (Art. 6 PCT). 

2. La revendication 1 1 manque de clarte de par la formulation "un element different 
des acides amines naturels". Cette formulation est tellement vague, imprecise et 
non definie. Elle ne se refere a aucune caracteristique technique et peut etre 
sujette a interpretation. Par consequent, la revendication 11 ne remplit pas les 
conditions de I'Article 6 PCT. 

3. Les revendications 24-31 manquent de clarte de par ^expression "produit de 
combinaison". Cette expression n'est pas adaptee pour definir I'objet revendique, 
du fait que ce concept n'est pas clairement defini (Art. 6 PCT). 
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26, avenue Kleber 
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NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
OU DE LA DECLARATION 

(regie 44.1 du PCT) 


Date d'expedition 

(jour/mois/annee) 19/08/1 999 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
339828/17452 


POUR SUITE A DONNER 

voir les paragraphes 1 et 4 ci-apres 


Demande Internationale n 9 

PCT/FR 99/00957 


Date du depot international 
(jour/mois/annee) 22/04/ 1 999 


Deposant 

INSTITUT GUSTAVE-ROUSSY et al . 



1 . [^] (I est notifie au deposant que le rapport de recherche internationate a ete etabli et lui est transmis ci-joint 

Depot de modifications etd'une declaration selon I'article 19 : 

Le deposant peut, s'il le souhaite, modifier les revendications de la demande internationale (voir la regie 46): 

Quand? Le delai dans lequel les modifications doivent etre deposees est de deux mois a compter de la date de 

transmission du rapport de recherche internationale ; pour plus de precisions, voir cependant les notes 
figurant sur la feuille d'accompagnement. 

Ou? Directement aupres du Bureau international de I'OMPI 

34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 
n° de telecopies: (41-22)740.14.35 

Pour des instructions plus detaillees, voir les notes sur la feuille d'accompagnement. 

2. I | II est notifie au deposant qu'il ne sera pas etabli de rapport de recherche internationale et la declaration a cet effet, prevue 
' — ' a I'article 17.2)a), est transmise ci-joint. 

3. I | En ce qui concerne la reserve pouvant etre formulee, conformement a la regie 40.2, a regard du paiement d'une ou 
' — ' de plusieurs taxes additionnelles, il est notifie au deposant que 

| I la reserve ainsi que la decision y relative ont ete transmises au Bureau international en meme temps que la requete 
' — I du deposant tendant a ce que le texte de la reserve et celui de la decision en question soient notifies aux offices 
designes. 

[ | la reserve n'a encore fait I'objet d'aucune decision; des qu'une decision aura ete prise, le deposant en sera avise. 

4. Mesure(s) consecutive(s) : II est rappele au deposant ce qui suit: 

Peu apres I'expiration d'un delai de 18 mois a compter de la date de priorite, la demande internationale sera publiee par le 
Bureau international. Si le deposant souhaite eviter ou differer la publication, it doit faire parvenir au Bureau international 
une declaration de retrait de la demande internationale, ou de la revendication de priorite, conformement aux regies 
906/S.1 et 90&/S.3. respectivement, avant I'achevement de la preparation technique de la publication internationale. 

Dans un delai de 19 mois a compter de la date de priorite, le deposant doit presenter la demande d'examen preliminaire 
international s'il souhaite que I'ouverture de la phase nationate soit reportee a 30 mois a compter de la date de priorite 
(ou meme au-dela dans certains offices). 

Dans un delai de 20 mois a compter de la date de priorite, le deposant doit accomplir les demarches preserves pour I'ouverture 
de la phase nationale aupres de tous les offices designes qui n'ont pas ete elus dans la demande d'examen preliminaire 
international ou dans une election ulterieure avant ('expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou 
qui ne pouvaient pas etre elus parce qu'iis ne sont pas li£s par le chapitre II. 





Nom et adresse postale de ('administration charged de la 
recherche internationale 

Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
. Wi) Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
- Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Claudia Aragone 
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TRAITE DE C 



PERATION EN MATIERE OE BR 

PCT 



ETS 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

« 

(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



R£f£rence du dossier du deposant ou 
du mandataire 
339828/17452 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas ech^ant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande international n° 

PCT/FR 99/00957 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

22/04/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/ann&e) 

22/04/1998 


Deposant 

INSTITUT GUSTAVE-ROUSSY et al . 





Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche internationale. est transmis au 
deposant conformement a ('article 1 8. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point 

| | la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de ta demande internationale remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle ies informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



II a ete estime que certaines 

H y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II) 



revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 

fantiAn l\if\'tr In ra/Hro 1 1 \ 



4. En ce qui concerne le titre, 

fX] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

le texte est approuv£ tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabfi par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a radministration dans un delai d un mois a compter de la date d expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 



| | suggeree par le deposant. Q Aucune des figures 

| | parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n est a pub,ier - 

| | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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La lettre doit indiquer led differences existant entre les revendi cat ions tefles que deposees et les re ven die at ions telles 
que modifiees. Elle doit indiquer en particulier, pour chaque revendication figurant dans la demande intern at ton a) e 
(etant entendu que des indications identiques concern ant plusieurs revenoScations peuvent etre groupees), si 

i) la revendication n'est pas modifiee; 

it) la revendication est supprimee; 

ui) la revendication est nouvelte; 

iv) la revendication remplace une ou plusieurs revendications telles que deposees; 

v) la revendication est te resultat de la division d'une revendication telle que deposee. 



Les examples sulvants lllustrent ta manlere dont les modifications doi vent etre expllquees dans la lettre 
d'accompag nemertt : 

1 . [Loraque le nombre des revendications deposees inrtialement s'elevart a 48 et qu'a la suite cfune modification de 
oertaines revendications il s'eleve a 51): 

"Revendications 1 a 1 5 remplacees par les revendications modifiees port ant les memes numeros; revendications 
30, 33 et 36 pas modifiees; nouvelles revendications 49 a 51 ajoutees " 

2. [Lorsque le nombre des revendications deposees inrtialement s'elevart a 1 5 et qu'a la suite d'une modification de 
toutes les revendications il s'eleve a 11]: 

Revendications 1 a 15 remplacees par les revendications modifiees 1 a 1 1 ." 

. 3. [Loraque le nombre des revendications deposees initialement s'elevart a 1 4 et que les modifications consistent a 
supprimer oertaines revendications et a en aj outer de nouvelles]: 

"Revendications 1 a 6 et 1 4 pas modifiees; revendications 7 a 1 3 supprimees; nouvelles revendications 1 5,1 6 et 
17 ajoutees." ou 

"Revendications 7 a 13 supprimees; nouvelles revendications 15, 16 et 17 ajoutees; toutes les autres revendications 
pas modifiees." 



4. [Lorsque plusieurs sortes de modifications sent faites): 

"Revendications 1-10 pas modifiees; revendications 11 a 1 3, 18 et 19 supprimees; revendiations 14, 15 et 1 6 
remplacees par la revendication modifiee 14; revendication 17 divisee en revendications modifiees 15, 16 et 1 7; 
nouvelles revendications 20 et 21 ajoutees." 



"Declaration selon Particle 19.1)" (Regie 46.4) 

Les modifications peuvent etre accompagnees oTune declaration expliquant les modifications et precisant I'incidenoe 
que ces de mi ere 3 peuvent avoir sur la description et sur les desstns (qui ne peuvent pas etre modifies selon 
I'article 19.1)). 

La declaration sera pubfiee avec la demande Internationale et les revendications modifiees. 
Elle dolt etre redigee dans la langue dans laquelle la demandelntematlonale est publico. 

Elle doit etre succincte (ne pas de passer 500 mots si elle est etablte ou traduite en anglais). 

Elle ne doit pas etre con fondue avec la lettre expliquant les differences existant entre les revendications telles que 
deposees et les revendications telles que modifiees, et ne la remplace pas. Elle doit figurer sur une feuilte diatincte et 
doit etre munie d"un titre permettant de ('identifier com me telle, constitue de preference des mots "Declaration selon 
I'article 19.1)" 

Elle ne doit contenir aucun commentaire denigrant relatif au rapport de recherche intemationale ou a la pertinence des 
citations que ce dernier contient. Elle ne peut se referer a des citations se rapport ant a une revendication don nee et 
contenues dans le rapport de recherche internationale qu'en relation avec une modification de oette revendication. 



Consequence du fait qu'une demande d* exam en prelim Inalre Intemattaial ait deja ete presentee 

Si, au moment du depot de modifications effectuees en vertu de la/tide 19, une demande d'examen preliminaire 
international a deja ete presentee, le deposant doit de preference, lors du depot des modifications aupres du Bureau 
international, deposer egalement une copie de ces modifications aupres de ( administration chargee de I'examen 
preliminaire international (voir la regie 62.2a), premiere phrase). 



Consequence au regard de la traduction de la demande Internationale lors de I'ouverture de la phase nationals 

L'attention du deposant est appelee sur le fait qu'il peut avoir a remettre aux offices designes ou elus, lors de I'ouverture 
de la phase nationale, une traduction des revendications telles que modifiees en vertu de I'article 19 au lieu de la 
traduction des revendications telles que deposees ou en plus de oelle-ci. 

Pour plus de precisions sur les exigences de chaque office designe ou elu, voir le volume II du Guide du deposant 
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NOTES RELATIVES AU FORMULAIRE PCT/ISA/220 



Les presented notes sont destinees a donner les instructions essen belles concemant le depot de modifications selon 
I' article 19. Lea notes sont f on dees sur les exigences du Trarte de cooperation en matiere de brevets (PCT), du rdgtement 
d'execution et des instructions admintstratives du PCT. En cas de d mergence entre les presentes notes et ces exigences, oe sont 
ces demieres qui priment. Pour de plus ampJes rensefgnements^on peut aussi oonsulter le Guide du deposant du PCT, qui est une 
publication de lOMPI. 

Dans les presentes notes, les termes •article', 'regie' et Instruction* renvoient aux dispositions du traite, de son reglement 
d 'execution et des instructions administrative 3 du PCT, respect ivement. 



INSTRUCTIONS CONCERNANT LES MODIFICATIONS SELON V ARTICLE 19 

Apres reception du rapport de recherche international, le deposant a la possibilite de modifier une fois les revendications 
de la demande intemationaie. On notera ce pendant que, comme toutes les parties de la demande Internationale (revendications, 
description et dessirts) peuvent etre modifiees au cours de la procedure cTexamen preliminaire international, il n'est generaJement 
pas necessaire de deposer de modifications des revendications salon 1'article 1 9 sauf, par exempte, au cas ou te deposant so uh arte 
que ces demieres soient publiees aux fins cfune protection provisoire ou a une autre raison de modifier les revendcattons avarrt 
la publication intemationaie En outre, il convient de rappeler que 1'obtention d'une protection provisoire n'est possible que dans 
certains Etats. 



Quelles parties de la demande Internationale peuvent etre modifiees? 

Selon I' article 19, les revendications exclusivement. 

Durant la phase intemationaie, les revendications peuvent aussi etre modifiees (ou modifiees a nouveau) selon 

1'article 34 aw pre 3 de T administration charge© de I'examen preliminaire international La description et les dessins 

ne peuvent etre modifiees que selon I' article 34 aupres de I'administration chargee de I'examen preliminaire international. 

Lors de I'ouverture de la phase nationals, toutes les parties de la demande intemationaie peuvent etre modifiees selon 
Particle 28 ou, le cas echeant, selon 1'article 41 . 



Quand? Dans un delai de deux mots a compter de la date de transmission du rapport de recherche intemationaie ou de 16 mots 

a compter de la date de priorrte, selon I'echeance la plus tardive. It convient ce pendant de noter que les modifications 
seront re pu tees avoir ete recues en temps voulu si elles parviennent au Bureau international apres ('expiration du delai 
applicable mats avant I'achevement de la preparation technique de la publicatton intemationaie (regie 46.1 ). 



Oil ne pas deposer les modifications? 

Les modifications ne peuvent etre deposees qu'aupres du Bureau international; elles ne peuvent etre deposees ni 
aupres de ('office reoepteur ni aupres de I'administration chargee de ta recherche intemationaie (regie 46.2). 

Lorsqu'une demands cTexamen preliminaire international a ete/est deposee, voir plus loin. 



Comment? Sort en supprimant entierement une ou plusieurs revendications, soit en ajoutant une ou plusieurs revendications 
no uv el les ou encore en modi fi ant le texte d'une ou de plusieurs des revendications telles que deposees. 

Une feuilie de remplacement doit etre remise pour chaque feuilie des revendications qui, en raison cfune ou de 
plusieurs modifications, differe de fa feuilie in tti element deposee 

Toutes les revendications figurant sur une feuilie de remplacement ckxvent etre numerotees en chiffres arabes. Si 
une revendication est supprimee, il n'est pas obligatoire de reriumeroter les autres revendications. Chaque fois que 
des revendications sont renumerotees, elles doivent lefe de (aeon continue (instruction 205. b)). 

Les modifications doivent etre effectuees dans la langue dans laquelle la demande Internationale est publiea. 



Quels documents doivent/ pouvent accompagner les modification s? 
Lettre (Instruction 205.b)): 

Les modifications doivent etre accompagnees d'une lettre 

La lettre ne sera pas publiee avec la demande intemationaie et les revendications modifiees. Elle ne doit pas etre 
confondue avec la 'declaration selon ('article 19.1)* (voir p^us lorn sous "Declaration selon 1'article 19.1)"). 

La lettre dolt etre redlgee en anglais ou en francals, au cholx du deposant. Cependant, si la langue de la demande 
Internationale est Panglais, la lettre dolt etre redlgee en anglais; si la langue de la demande Internationale est le 
francals, la lettre doit etre redlgee en francals. 
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